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NUEVAS APROXIMACIONES BASADAS EN TÉCNICAS ÓMICAS PARA LA 
EVALUACIÓN DE LOS MECANISMOS DE TOXICIDAD DE CONTAMINANTES 
ALIMENTARIOS Y AMBIENTALES 
 
 
 
 
La relevancia de los estudios toxicológicos recae en la preocupación por 
garantizar la seguridad del ser humano, de otras especies y del medioambiente. Tanto 
es así que existen diversos organismos públicos que se encargan de controlar y legislar 
la presencia de diferentes compuestos tóxicos en alimentos, fármacos, cosméticos, 
muestras medioambientales, etc. Dado que la toxicidad de un determinado compuesto 
siempre depende de la concentración a la que se encuentre, es necesario establecer 
unos límites máximos permitidos a partir de resultados obtenidos en diferentes tipos 
de estudios: caracterización fisicoquímica, evaluación de presencia y persistencia en el 
medioambiente, capacidad de bioacumulación, biomagnificación, transformación en el 
interior de organismos vivos, etc. Este conjunto de resultados permite la clasificación 
de los compuestos en función de su toxicidad. Sin embargo, un aspecto adicional que 
ha ido adquiriendo cada vez más importancia en los últimos años, es poder llegar a 
entender y elucidar cuáles son los mecanismos biomoleculares implicados y 
relacionados con la toxicidad de un determinado compuesto tras su interacción con un 
organismo dado. Es aquí donde las disciplinas ómicas juegan un papel destacable y 
fundamental, ya que, al tratarse de herramientas de descubrimiento, permiten 
identificar biomoléculas de forma masiva y no dirigida, ayudando así a elucidar dichos 
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mecanismos de toxicidad o detoxificación a nivel molecular. Además, el conocimiento 
de estos mecanismos, no sólo constituye una herramienta de gran utilidad para 
clasificar de forma más exhaustiva a los compuestos en función de su toxicidad, sino 
que también ofrece la posibilidad de encontrar potenciales dianas terapéuticas que 
permitan, en algunos casos, revertir el daño generado tras la exposición a un 
determinado compuesto tóxico. 
Dentro de las ciencias ómicas, tanto la proteómica como la metabolómica han 
experimentado un enorme auge en las últimas décadas debido, principalmente, al 
importante desarrollo instrumental de la técnica de espectrometría de masas. Estas 
nuevas ciencias, las cuales han sido aplicadas tradicional y fundamentalmente al 
ámbito biomédico, permiten la identificación y cuantificación de un número muy 
elevado de analitos (proteínas y metabolitos) en muestras biológicas complejas.  
Por todo ello, en la presente Tesis Doctoral se aborda la aplicación de herramientas de 
proteómica y metabolómica, así como de otras estrategias bioanalíticas, para evaluar 
la toxicidad y elucidar los mecanismos biomoleculares asociados a tres compuestos 
potencialmente tóxicos de diferente naturaleza química y que se encuentran presentes 
en el medioambiente y en alimentos. En concreto, se ha seleccionado un nanomaterial 
(puntos cuánticos o quantum dots de CdSe/ZnS), un metal pesado (mercurio en su 
forma metilada, MeHg) y un surfactante orgánico (2,4,7,9-tetrametil-5-decino-4,7-diol 
conocido como Surfynol).  
En el primer capítulo se ha evaluado la potencial toxicidad de los puntos cuánticos de 
CdSe/ZnS (QDs), por tratarse de un producto muy extendido que principalmente ha 
revolucionado la tecnología de los dispositivos optoelectrónicos y el diagnóstico 
médico por bioimagen. Para ello, se han llevado a cabo ensayos de viabilidad, 
internalización y localización intracelular. Asimismo, se han implementado 
satisfactoriamente las estrategias de proteómica cuantitativa SILAC y super-SILAC en 
modelos in vitro e in vivo, respectivamente, permitiendo así elucidar el mecanismo de 
toxicidad de estas nanopartículas relacionado con la generación de ROS y la inducción 
de apoptosis celular mediante la formación de agregados de TDP-43. También se han 
podido discernir las bases moleculares origen de los daños estructurales observados 
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en el desarrollo de un organismo, en concreto de larvas de pez cebra, expuesto a este 
nanomaterial. 
En el segundo capítulo se ha estudiado el MeHg, cuya presencia en el medioambiente 
ocurre de manera natural a partir de la biotransformación del Hg. Sin embargo, 
mediante un proceso conocido como biomagnificación, su presencia en el medio 
acuático y, concretamente, en peces de gran tamaño, alcanza una concentración que 
puede ser perjudicial para la salud. Se han realizado numerosos estudios que ponen de 
manifiesto que el MeHg es uno de los compuestos conocidos con mayor toxicidad, 
afectando especialmente al sistema neurológico. En esta Tesis Doctoral se ha empleado 
la metabolómica, tanto la estrategia no dirigida como la dirigida, para profundizar en 
las rutas metabólicas afectadas por la exposición al MeHg. Este trabajo ha permitido 
completar trabajos previos basados en estrategias genómicas y proteómicas. De esta 
forma se ha confirmado el desequilibrio energético inducido por el MeHg y se ha 
demostrado la activación del ciclo de Krebs y el ciclo de la urea como mecanismos de 
detoxificación en células expuestas a MeHg. Por otro lado, también se ha evaluado el 
papel del Se(IV) como agente protector sobre los efectos nocivos del MeHg. 
Finalmente, en el tercer capítulo se aborda el estudio del potencial tóxico del Surfynol, 
un tensioactivo con numerosas aplicaciones en la industria entre las que destaca su uso 
como adhesivo en el empaquetado alimentario. La posible toxicidad de este compuesto 
no se había estudiado previamente, a pesar de tener capacidad de migración desde el 
envase hasta el alimento y, por tanto, suponer un riesgo potencial para la salud. Los 
estudios llevados a cabo en la presente Tesis Doctoral han demostrado que 
efectivamente este compuesto afecta a la capacidad reproductora y, en concreto, al 
metabolismo energético y a la motilidad de los espermatozoides. Además, mediante la 
combinación de estrategias de proteómica y metabolómica se han identificado tanto 
mecanismos moleculares como diferentes rutas metabólicas alteradas, que 
demuestran y explican la toxicidad asociada al Surfynol en células germinales 
predecesoras de espermatozoides maduros. 
En conclusión, en la presente Tesis Doctoral se han empleado estrategias de 
proteómica y metabolómica, en combinación con otro tipo de herramientas 
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bioanalíticas, para profundizar en los mecanismos biomoleculares de acción de tres 
compuestos tóxicos de diferente naturaleza química, demostrando así la necesidad y la 
relevancia de estas técnicas para complementar los estudios toxicológicos que, 
generalmente, se llevan a cabo con objeto de preservar el medioambiente y de 
controlar la seguridad alimentaria. 
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NEW APPROACHES BASED ON OMIC TECHNIQUES FOR THE EVALUATION OF 
THE TOXICITY MECHANISMS OF FOOD AND ENVIRONMENTAL CONTAMINANTS 
 
 
 
 
The relevance of toxicological studies lies in the concern to ensure the safety 
of humans, other species and the environment. So much so that there are various public 
organisms that are responsible for controlling and legislating the presence of different 
toxic compounds in food, pharmaceuticals, cosmetics, environmental samples, and so 
on. Given that the toxicity of a given compound always depends on the concentration 
at which it is found; it is necessary to establish maximum permitted limits based on 
results obtained in different types of studies: physicochemical characterization, 
evaluation of presence and persistence in the environment, bioaccumulation capacity, 
biomagnification or transformation within living organisms, etc. This set of results 
allows the classification of compounds according to their toxicity. However, an 
additional aspect that has become increasingly important in recent years is the ability 
to understand and elucidate the biomolecular mechanisms involved in the toxicity of a 
given compound after its interaction with a given organism. It is here where the omics 
disciplines play an outstanding and fundamental role, since, being tools for discovery, 
they allow to identify biomolecules in a massive and non-targeted way, thus helping to 
elucidate these mechanisms of toxicity or detoxification at the molecular level. In 
addition, knowledge of these mechanisms not only constitutes a very useful tool for 
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classifying compounds more exhaustively according to their toxicity, but also offers the 
possibility of finding potential therapeutic targets that allow, in some cases, to reverse 
the damage generated after exposure to a given toxic compound. 
Within the omics disciplines, both proteomics and metabolomics have experienced an 
enormous boost in recent decades, mainly due to the important instrumental 
development of the mass spectrometry technique. These new technologies have been 
applied traditionally and fundamentally to the biomedical field and allow the 
identification and quantification of a very high number of analytes (proteins and 
metabolites) in complex biological samples.  
For all these reasons, this Doctoral Thesis deals with the application of proteomics and 
metabolomics tools, as well as other bioanalytic strategies, to evaluate the toxicity and 
elucidate the biomolecular mechanisms associated with three potentially toxic 
compounds of different chemical nature, that are present in the environment and in 
food. In particular, a nanomaterial (CdSe/ZnS quantum dots), a heavy metal (mercury 
in its methylated form, MeHg) and an organic surfactant (2,4,7,9-tetramethyl-5-decino-
4,7-diol known as Surfynol) have been selected.  
In the first chapter of the present Doctoral Thesis, the potential toxicity of CdSe/ZnS 
quantum dots (QDs) has been evaluated, as it is a very widespread product that has 
mainly revolutionized the technology of optoelectronic devices and medical diagnosis 
by bioimaging. To this end, internalization and intracellular localization tests have 
been carried out. Likewise, SILAC and super-SILAC quantitative proteomics strategies 
have been successfully implemented in in vitro and in vivo models, respectively; thus 
allowing elucidating the toxicity mechanisms of these nanoparticles related to the 
generation of ROS and the induction of cellular apoptosis through the formation of 
TDP-43 aggregates. It has also been possible to discern the molecular bases origin of 
the structural damage observed in the development of an organism, specifically 
zebrafish larvae, exposed to this nanomaterial. 
In the second chapter MeHg has been studied, whose presence in the environment 
occurs naturally from the biotransformation of Hg. However, through a process known 
as biomagnification, its presence in the aquatic environment, and specifically in large 
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fish, reaches a concentration that can be harmful to health. Numerous studies have 
been carried out and show that MeHg is one of the most toxic compounds known, 
especially affecting the neurological system. In this Doctoral Thesis, metabolomics, 
both non-targeted and targeted strategies, have been used to delve deeper into the 
metabolic pathways affected by MeHg exposure. This work has allowed us to complete 
previous work based on genomic and proteomic strategies. In this way, the energy 
imbalance induced by MeHg has been confirmed and the activation of the Krebs cycle 
and the urea cycle as detoxification mechanisms in cells exposed to MeHg has been 
demonstrated. On the other hand, the role of Se(IV) as a protective agent has also been 
evaluated. 
Finally, the third chapter of this Doctoral Thesis deals with the study of the potential 
toxicity of Surfynol, a surfactant with numerous applications in industry, highlighting 
its use in food packaging. The potential toxicity of this compound had not been 
previously studied, despite its ability to migrate from the packaging to the food, and 
therefore the potential risk to health. The studies carried out in this Doctoral Thesis 
have shown that this compound effectively affects reproductive capacity, and in 
particular energy metabolism and sperm motility. In addition, by combining 
proteomics and metabolomics strategies, both molecular mechanisms and different 
altered metabolic pathways have been identified, which demonstrate and explain the 
toxicity associated with Surfynol in germinal cells predecessor to mature spermatozoa. 
In conclusion, in this Doctoral Thesis, proteomics and metabolomics strategies have 
been used, in combination with other types of bioanalytic tools, to gain a deeper insight 
into the biomolecular mechanisms of three toxic compounds of different chemical 
nature; thus, demonstrating the need and relevance of these techniques to complement 
the toxicological studies, which are generally carried out with the aim of preserving the 
environment and controlling food safety. 
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La toxicología es una ciencia multidisciplinar que evalúa los efectos adversos 
de los compuestos químicos sobre los organismos vivos y el medioambiente. La palabra 
toxicología deriva del griego toxicon, que significa veneno, y logos, que significa estudio. 
Quizás la mejor definición para la palabra tóxico la realizó Paracelsus en el siglo XVI, 
cuando al evaluar la toxicidad de diferentes sales metálicas en la búsqueda de 
tratamientos para diversas enfermedades, concluyó que: “…todas las sustancias son 
tóxicas y sólo la dosis determina su efecto”. El envenenamiento, ya sea intencionado o 
accidental, ha tenido un papel importante en numerosos eventos de nuestra historia. 
Hay evidencias de que egipcios, griegos y romanos ya eran conscientes del efecto tóxico 
de compuestos como la cicuta, el plomo o el antimonio, e incluso crearon antídotos para 
posibles intoxicaciones. En el siglo XVII el conocimiento de la toxicidad de diversos 
compuestos supuso una gran amenaza para Europa occidental. Como hecho histórico 
relevante de esta época destaca el caso de Heironyma Spara que comercializó un 
cosmético compuesto por fósforo blanco con el único objetivo de que las mujeres 
descontentas con sus maridos enviudaran pronto. Cuando este hecho llegó a las 
autoridades ya era demasiado tarde, habían muerto más de 600 personas y, como 
castigo, esta mujer y otras doce más fueron ahorcadas [1–3].  
 INTRODUCCIÓN 
4 
Fue en 1814 cuando se reconoció al español Mateo J. B. Orfilia como el fundador de la 
toxicología como ciencia tras publicar su trabajo denominado “Triate de toxicologie” en 
el que dividía los compuestos tóxicos en seis clases: corrosivos, astringentes, ácidos, 
narcóticos, acres y sépticos. Orfilia fue el primero en utilizar métodos cualitativos para 
evaluar la toxicidad de diferentes compuestos en animales. Durante el siglo XIX se 
dieron numerosos casos de muerte por envenenamiento con arsénico y, como 
consecuencia, se empezaron a desarrollar instrumentos capaces de medir los niveles 
de este elemento. El avance de la farmacología fue una de las principales razones de la 
expansión de la toxicología a nivel mundial. En 1906 se creó la Administración de 
Alimentos y Fármacos, con sus siglas en inglés FDA, en Estados Unidos. La 
regularización legal de compuestos tóxicos comenzó a principios del siglo XX con el 
avance de las técnicas de análisis, fue entre los años 1930s y 1960s cuando se 
desarrollaron métodos colorimétricos, la espectrofotometría ultravioleta e infrarroja 
y, finalmente, la cromatografía de gases. En esta época la comercialización del fármaco 
bactericida denominado “Elixir de la sulfanilamida”, generó otra alerta de salud pública 
al provocar la muerte de 73 personas. La consciencia de este hecho se reflejó por 
primera vez en el año 1937 mediante una ley que prohibió la venta de alimentos o 
fármacos sin etiquetar, además se exigió que todos los fármacos fueran testados 
previamente en animales. En 1938 la FDA prohibió la utilización de adulterantes en 
alimentos y fármacos, y poco a poco fue incorporando tolerancias para diversos 
compuestos como los pesticidas en productos agrícolas, aditivos o compuestos tóxicos 
que pudieran migrar del empaquetado al alimento. Además, desarrolló y unificó 
protocolos para testar la toxicidad de alimentos y fármacos. Por otro lado, desde 1970 
la toxicología medioambiental está principalmente controlada por la Agencia de 
Protección Ambiental (EPA, según sus siglas en inglés) de Estados Unidos, regulando 
desde la fecha la calidad del agua, del aire, desechos tóxicos y pesticidas para garantizar 
la protección de la salud humana [2,3]. La Agencia Europea de Medio-ambiente 
(AEMA), de la que España es miembro, cumple esta misma misión en el espacio 
europeo desde 1990. De la misma forma, existen desde 1995 la Agencia de Medicina 
Europea (EMA), y desde 2002 la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), 
que poseen la responsabilidad de proporcionar los métodos científicos para alertar y 
 INTRODUCCIÓN 
5 
detectar todos aquellos problemas que afecten a la seguridad de medicinas y alimentos 
en Europa. 
 
 Estudios de toxicidad convencionales 
Tal y como se ha comentado anteriormente, los estudios toxicológicos experimentales 
han adquirido cada vez más importancia, lo que ha llevado al desarrollo progresivo de 
estrategias para la evaluación de la toxicidad de compuestos presentes en el 
medioambiente, en alimentos, y en todo tipo de productos en contacto con organismos 
vivos. En 1981, la Organización para la Cooperación y el Desarrollo Económicos (OECD) 
publicó una guía en la que se describen los métodos a seguir para evaluar la toxicidad 
de un determinado compuesto [4], la cual consta principalmente de cuatro apartados: 
análisis de las características fisicoquímicas, persistencia y concentración a la que se 
encuentran en el medioambiente, efectos en sistemas vivos y efectos para la salud [5,6].  
La evaluación de las características fisicoquímicas es el primer paso de muchos 
estudios de toxicidad. En esta primera etapa desempeñan un papel muy importante las 
técnicas analíticas de imagen como la microscopía de fuerza atómica y la microscopía 
electrónica de barrido y de transmisión, así como otras técnicas espectroscópicas y no 
espectroscópicas de caracterización analítica. En estos estudios se determina 
generalmente el tamaño, forma, composición, peso molecular, pureza, solubilidad, 
estado de agregación, propiedades superficiales y estabilidad del compuesto objeto de 
estudio, lo que da una primera idea de la potencial toxicidad del mismo [7–9]. 
La evaluación de la persistencia en el medioambiente de los compuestos 
potencialmente tóxicos, se basa en cuantificar la concentración del compuesto tóxico 
en diferentes localizaciones geográficas, a diferentes horas e incluso en diferentes 
épocas del año, para asegurar así el análisis en todas las condiciones climatológicas 
posibles. Estos compuestos pueden provenir de la naturaleza, aunque generalmente 
aparecen como resultado de la actividad antropogénica a través de la agricultura o de 
residuos industriales. Existen numerosas publicaciones enfocadas a este tipo de 
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análisis en las que se determinan la presencia de compuestos orgánicos como fenoles 
[10], tensioactivos [11], metales [12,13] e incluso nanopartículas [14].  
Las posibles vías de entrada de los compuestos tóxicos en los organismos vivos son la 
inhalación, absorción a través de la piel o directamente la ingesta o inyección 
intravenosa. Además, los compuestos tóxicos pueden distribuirse fácilmente por el 
organismo y acumularse en diferentes órganos. Por ello, parte de los estudios de 
toxicidad convencionales se centran en evaluar el nivel de concentración y el tiempo 
de exposición a los cuales el compuesto en cuestión resulta tóxico. En estos trabajos se 
calcula la concentración a la cual muere el 50% de la población (LC50) así como los 
factores de bioacumulación o biomagnificación [15]. Estos estudios de 
biomagnificación resultan de gran interés, ya que un compuesto que aparentemente se 
encuentre en el medioambiente en cantidades inocuas para los seres vivos, puede 
incrementar su concentración al ir subiendo de nivel en la cadena trófica hasta llegar a 
ser tóxico para los humanos, situados al final de la misma [16] (Figura 1). Hay estudios 
en los que se llega a profundizar más, estudiándose los posibles efectos sinérgicos o 
antagónicos que se producen al interaccionar dos o más compuestos potencialmente 
tóxicos [17,18], o el órgano u órganos en los que se produce el efecto de 
bioacumulación y/o daño para un determinado organismo expuesto a un potencial 
compuesto tóxico [19]. De la misma manera, existen estudios que se centran en la 
cinética de degradación, eliminación o transformación de un determinado compuesto 
[19–21]. Todos estos trabajos toxicológicos se basan en estudios que utilizan diferentes 
modelos in vitro, principalmente líneas celulares, y modelos in vivo, entre los que se 
encuentran: peces, larvas, moscas, plantas e incluso primates. 
Para la realización de estos estudios toxicológicos que podemos denominar 
convencionales y que vienen recogidos en la guía publicada por la OECD [4], se recurre 
generalmente y en primer lugar al desarrollo de procedimientos de tratamiento de 
muestra, implementando así métodos de extracción, aislamiento y preconcentración 
del compuesto de interés. Por otra parte, serán las técnicas analíticas instrumentales 
las que permitan la detección y cuantificación de los mismos, entre las que destacan las 
técnicas ópticas espectroscópicas y no espectroscópicas, las técnicas electroquímicas y 
la espectrometría de masas (MS). En muchos de los casos, estas técnicas se acoplan a 
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técnicas cromatográficas de líquidos (LC) o de gases (GC) que permiten el análisis de 
muestras complejas. 
 
 
 
 
 Relevancia de las técnicas ómicas en el análisis toxicológico 
Las ciencias ómicas son ciencias relativamente jóvenes que permiten obtener una 
visión global de los diferentes grupos de biomoléculas que componen una célula, un 
tejido o un organismo. Están dirigidas a la identificación masiva de genes (genómica), 
mRNAs (transcriptómica), proteínas (proteómica) y metabolitos (metabolómica). La 
relevancia de su utilización es indiscutible hoy en día, y viene avalada por el enorme 
número de artículos científicos que las emplean, y la gran cantidad de revistas 
especializadas que han aparecido en las últimas décadas. Esto se debe, en gran medida, 
a que las técnicas ómicas tienen un papel fundamental en la elucidación de los 
mecanismos biomoleculares subyacentes a un determinado proceso o efecto, como 
puede ser el desarrollo o progreso de una determinada enfermedad, o los mecanismos 
asociados a la toxicidad ejercida por un determinado compuesto [23,24]. Además, la 
combinación de dos o más técnicas ómicas puede llegar a proporcionar un flujo de 
Figura 1. Esquema representativo del proceso de biomagnificación. 
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información lo suficientemente grande como para permitir comprender, a nivel 
molecular, cómo afecta a un ser vivo la exposición a un determinado compuesto [25–
28]. La representatividad en el tipo y número de muestras analizadas adquiere especial 
importancia en estos experimentos, ya que la elevada variabilidad biológica puede ser 
determinante en la validez de los resultados obtenidos.  
Dentro de las ciencias ómicas, la primera disciplina en aparecer fue la genómica; sin 
embargo, la proteómica y la metabolómica, tal como las conocemos ahora, han ido 
adquiriendo cada vez más importancia, ya que contribuyen de forma más realista a 
proporcionar información acerca del mecanismo molecular inducido como 
consecuencia del efecto tóxico de un determinado compuesto. Este hecho se 
fundamenta en el dogma de la biología molecular según el cual un mismo gen puede 
codificar para varias proteínas. Durante la biosíntesis de proteínas, las diferentes 
modificaciones postraduccionales dan lugar a diferentes proteínas modificadas que 
permiten la amplia variedad de funciones que desempeñan. A su vez, la alteración de 
estas funciones causada por agentes tanto externos como internos, son las que 
desencadenan la alteración de diferentes rutas metabólicas, desarrollando así distintos 
tipos de respuesta o, en determinados casos, incluso enfermedades [29,30]. 
Tal y como se expondrá más adelante, uno de los principales objetivos de esta Tesis 
Doctoral ha sido la evaluación de los mecanismos biomoleculares responsables de los 
efectos tóxicos inducidos por compuestos de diferente naturaleza, por tanto, y en base 
a lo comentado anteriormente, se han empleado fundamentalmente estrategias de 
proteómica y metabolómica. 
El término proteómica apareció por primera vez en 1994 y se refiere al estudio de 
proteínas a gran escala, su estructura y su papel fisiológico o funciones que realizan en 
un organismo concreto. Las proteínas son componentes celulares por excelencia en 
cualquier organismo vivo [31]. El análisis del proteoma de una célula o tejido es mucho 
más complejo que el del genoma, ya que el proteoma está en constante cambio en 
función de las necesidades biológicas en respuesta a estímulos internos y externos y, 
mientras que una célula expresa alrededor de 104 genes, una muestra biológica puede 
alcanzar un total de 106 proteínas [32,33]. 
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La aparición en la década de los 90s de la espectrometría de masas aplicada a muestras 
biológicas supuso un avance importante en la tarea de identificar y cuantificar 
proteínas. Generalmente, la espectrometría de masas se utiliza en combinación con 
técnicas de separación tales como la electroforesis en gel y la cromatografía líquida. 
Debido a que las proteínas son macromoléculas de gran tamaño, son normalmente 
digeridas para originar péptidos más fácilmente secuenciables, que son identificados 
cotejando los espectros de MS/MS obtenidos experimentalmente, con los espectros 
generados “in silico” por los motores de búsqueda que contienen las librerías de bases 
de datos [1,32]. En 1993 se publicó el primer método para correlacionar el mapa de 
masas peptídicas obtenido por espectrometría de masas con la secuencia de proteínas 
mediante el empleo de bases de datos [34–36]; y ya en 1996 se realizó por primera vez 
la identificación de proteínas de levadura a gran escala [37].  
A pesar de que el campo principal de aplicación de la proteómica es el área biomédica, 
existen estudios donde se han empleado diferentes estrategias proteómicas para 
evaluar la potencial toxicidad de una amplia variedad de compuestos tales como tabaco 
[38], fármacos [39], metales [40], nanopartículas [41] y compuestos orgánicos [42], 
entre otros. Dentro de este campo, los métodos de cuantificación de proteínas son 
especialmente importantes, ya que permiten identificar proteínas diferencialmente 
expresadas entre dos o más muestras correspondientes a diferentes estados, 
permitiendo así identificar los mecanismos biomoleculares que se ven alterados tras la 
exposición a un determinado agente tóxico. Para ello, más que una cuantificación 
absoluta, se necesita una cuantificación relativa de las proteínas que permita clasificar 
el conjunto del proteoma en: proteínas sobreexpresadas, proteínas inhibidas o 
proteínas que no se alteran en un determinado sistema tras la exposición a un tóxico 
concreto en unas condiciones experimentales debidamente seleccionadas. 
Existen diferentes estrategias de cuantificación de proteínas que se han aplicado al 
campo de la toxicología, y que van desde geles bidimensionales empleando tinción con 
plata [43] o marcaje DIGE (differential in-gel electrophoresis) [44] hasta estrategias 
más sofisticadas tales como SILAC (stable isotopic labeling by amino acids in cell 
culture) [45] y iTRAQ (isobaric tags for relative and absolute quantitation) [46]. 
Además, la evolución en el desarrollo de instrumentación de espectrometría de masas, 
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ha favorecido recientemente un aumento significativo de la reproducibilidad, la 
resolución y la exactitud alcanzada con estos equipos, de manera que hoy en día existen 
los denominados métodos “sin marcaje” que permiten la cuantificación relativa sin 
necesidad de marcaje [47]. 
El término metabolómica se utiliza para describir el estudio del universo de las 
pequeñas moléculas que sirven como sustratos, productos y cofactores de las miles de 
reacciones enzimáticas y de otros procesos metabólicos que suceden en las células 
vivas y, por ende, en cualquier organismo vivo. Al igual que el proteoma, el metaboloma 
se centra en el estudio de los cambios sistemáticos o temporales que se producen en 
los niveles de abundancia de los metabolitos en un sistema vivo como consecuencia de 
algún tipo de evento. Las primeras medidas de los niveles de pequeñas moléculas 
orgánicas, tales como el ácido láctico, cítrico u oxálico, fueron realizadas en 1777 por 
Lavoisier. Entre 1945 y 1957 se habían ya elucidado rutas biosintéticas para 
prácticamente toda clase de moléculas biológicas, incluyendo lípidos, carbohidratos, 
bases de ácidos nucleicos, aminoácidos y vitaminas. En 1955, Donald Nicholson 
compiló todas las reacciones metabólicas conocidas hasta ese momento en un solo 
mapa compuesto únicamente por unas 20 rutas metabólicas. Por tanto, la mayor parte 
de fórmulas moleculares y estructuras de metabolitos habían sido descubiertas incluso 
antes de que lo fuese la primera estructura de una proteína con resolución atómica, la 
elucidación de la estructura del ácido desoxirribonucleico (ADN) en 1953, o la 
posterior publicación del dogma central de la biología molecular en 1958 [48,49].  
El desarrollo de las técnicas de MS y de resonancia magnética nuclear (RMN) ha dado 
lugar a la metabolómica que conocemos hoy en día [1,48]; siendo ambas técnicas las 
más empleadas para el análisis simultáneo de multitud de metabolitos [50,51]. 
Mientras que la RMN es la herramienta predominante para la determinación del perfil 
metabólico ya que es rápida, robusta y requiere mínimo tratamiento de muestra , la MS 
presenta una mayor sensibilidad y selectividad, por lo que es capaz de detectar 
sustancias a concentraciones significativamente más bajas que la RMN, y en los últimos 
años se ha convertido en la técnica principal en la mayoría de los estudios, 
generalmente acoplada a cromatografía de gases o de líquidos [52].  
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Existen dos tipos de aproximaciones en metabolómica, la que se conoce como 
metabolómica no dirigida, en la que se identifican y/o cuantifican todos los metabolitos 
presentes en una muestra sin que haya ningún tipo de premisa en cuanto a la 
naturaleza de los metabolitos que se quieren determinar [53], y la metabolómica 
dirigida, que se centra en la determinación de un número reducido de metabolitos 
conocidos a priori y para los cuales se diseña el proceso analítico [54]. En el primer 
caso, es necesario emplear equipos de MS de alta resolución, ya que al tratarse de 
metabolitos desconocidos, es necesario obtener valores de masa exacta y patrones de 
fragmentación y envoltura isotópica que permitan identificar a los metabolitos de 
forma inequívoca, tarea que suele resultar especialmente complicada [55]. Además, 
hay que considerar la complejidad de este tipo de ensayos en tanto que las propiedades 
fisicoquímicas difieren mucho de unos metabolitos a otros. Existe una gran diversidad 
de estructuras moleculares que se refleja en una amplia gama de polaridades, pesos 
moleculares, grupos funcionales, estabilidad, solubilidad y reactividad química. En este 
sentido, el uso del acoplamiento GC-MS, a pesar de tratarse de una técnica que sólo 
puede ser empleada para determinar metabolitos volátiles (o que sean volátiles tras 
una derivatización previa) y termoestables, posee una ventaja excepcional. Dado que 
la fragmentación de las moléculas por impacto electrónico es muy reproducible, sí que 
existen librerías de compuestos con las que comparar los datos experimentales, 
permitiendo así una identificación rápida y exacta en la mayoría de los casos [52,56]. 
Por tanto, si bien es cierto que esta técnica no permite determinar la totalidad de los 
metabolitos en un único análisis, su combinación con diferentes procesos de 
derivatización consigue identificar metabolitos pertenecientes a diferentes clases: 
azúcares, aminoácidos, ácidos orgánicos, esteroles y otras pequeñas moléculas [57].  
Al igual que en el caso de la proteómica y la genómica, la metabolómica también ha sido 
aplicada principalmente al campo biomédico. No obstante, su relativamente reciente 
incursión en el campo de la toxicología también está permitiendo la obtención de 
perfiles metabólicos alterados por la exposición a diversos compuestos tóxicos [58–
61], permitiendo así identificar y confirmar diferentes mecanismos y procesos 
bioquímicos asociados al efecto tóxico ejercido por dichos compuestos.  
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 Nanopartículas: Quantum dots 
En los últimos años el campo de la nanotecnología ha experimentado un auge 
extraordinario. Dentro de los diferentes nanomateriales que se han generado, las 
nanopartículas (NPs) se sitúan en primer lugar en cuanto a su campo de aplicación, 
habiéndose incorporado en numerosos productos de consumo. No sólo están siendo 
muy utilizadas para productos electrónicos y tecnológicos [62], sino que también se 
emplean en biomedicina [63] y como herramientas analíticas [64]. 
Las NPs se definen como nanomateriales con un diámetro entre 1 y 100 nm, lo que le 
otorga propiedades únicas, especialmente debido al gran área superficial que les 
confiere una mayor reactividad. El conjunto de propiedades fisicoquímicas de unas 
determinadas NPs (tamaño, composición, forma, estabilidad, recubrimiento, etc.) así 
como su funcionalización, pueden ser cruciales para determinar su potencial citotóxico 
y su capacidad de internalización celular y de distribución una vez dentro de un 
organismo [65].  
Dentro de las diferentes NPs que se utilizan hoy en día, destaca el empleo de los puntos 
cuánticos o quantum dots (QDs), debido principalmente a su amplio rango de 
aplicaciones en la mejora de la calidad de dispositivos tecnológicos y médicos. Los QDs 
son partículas cristalinas y semiconductoras prácticamente esféricas que poseen un 
diámetro inferior a 10 nm y contienen entre 200 y 1000 átomos. El descubrimiento de 
estas NPs en los 80s se debe a Alexei Ekimov, aunque Louis Brus fue el primero en 
obtenerlos en disolución coloidal en esa misma época [66]. El término “quantum dot” 
se empleó por primera vez en 1988 por Mark A. Green, su significado proviene del 
término “quantum”, relacionado con el hecho de que su comportamiento y propiedades 
están principalmente gobernadas por las reglas de la mecánica cuántica, más que por 
la clásica, y “dot”, relacionado con las pequeñas dimensiones de estas nanopartículas 
[67,68]. En definitiva, las características físico-químicas que presentan estos 
nanomateriales se explican por el fuerte confinamiento de los electrones cuando el 
radio de la nanopartícula es de menor tamaño que su radio de excitación de Bohr 
(~ 1-50 nm) [69]. 
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En compuestos semiconductores como los QDs, la fluorescencia emitida es debida a la 
absorción de un fotón que origina el paso de un electrón desde la banda de valencia a 
la de conducción. Los electrones excitados en la banda de conducción dejan huecos en 
la banda de valencia, y la recombinación del electrón excitado con el hueco en la banda 
de valencia, va acompañada de la emisión de luz. El fenómeno de luminiscencia 
también puede deberse a la creación de excitones. Un excitón es un par electrón-hueco 
unido por fuerzas de Coulomb, con el electrón en la banda de conducción y el hueco en 
la banda de valencia. Como este excitón es un enlace, el cómputo de carga para esta 
quasi-partícula es cero, y por tanto no posee conductividad. Sin embargo, el excitón 
entero puede moverse a través del cristal molecular liberándose esta energía cinética 
adicional como radiación. La anchura de la banda de energía depende del tamaño de la 
partícula semiconductora; cuanto más grande es la NP, más pequeña será dicha banda 
y, por tanto, la emisión de luz resultante será de baja energía (color rojo). Por el 
contrario, NPs pequeñas emitirán radiación azulada de mayor energía. Los picos de 
emisión de los QDs pueden variar desde los 450 a los 1800 nm manipulando su tamaño, 
forma, composición y estructura [70]. Esto confiere a estas NPs propiedades 
electrónicas únicas, así como tener un espectro de emisión estrecho y una larga 
fotoestabilidad.  
La mayoría de los QDs son cristales semiconductores binarios en los que el núcleo está 
compuesto por dos átomos de elementos de grupos diferentes de la tabla periódica. 
Siendo la combinación de elementos de los grupos II y VI la más utilizada: sulfuro de 
zinc (ZnS), seleniuro de zinc (ZnSe), seleniuro de cadmio (CdSe), teluro de cadmio 
(CdTe) y sulfuro de plomo (PbS). En estos nanocristales los átomos suelen alinearse 
periódicamente formando estructuras cristalinas tipo cúbica (zinc, blenda) o 
hexagonal (wurcita). Los grupos III y V también se combinan para formar fosfato de 
indio (InPO4), arseniato de indio (InAsO4), arseniato de galio (GaAsO4) y nitruro de 
galio (GaN). Además del núcleo de cristal binario, los QDs suelen incluir un 
recubrimiento que estabiliza y aumenta el rendimiento cuántico. Estos recubrimientos 
vuelven a incluir las combinaciones de elementos anteriores, siendo la más utilizada la 
de ZnS. Estas NPs también pueden ser funcionalizadas con el objetivo de mejorar su 
aplicación (Figura 2). La conjugación de péptidos con grupos tioles para favorecer la 
fijación de los QDs a una superficie, así como la de elementos de reconocimiento celular 
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para hacerlos más biocompatibles o dirigirlos a una localización celular concreta, son 
las funcionalizaciones más utilizadas [71,72]. 
 
 
 
 
 
Sin duda, estas propiedades únicas de los QDs se están aprovechando actualmente en 
la industria tecnológica, especialmente como parte integrante de las pantallas de los 
dispositivos optoelectrónicos para formar diodos emisores de luz QD-LED [73]. La 
incorporación de QDs mejora tanto la calidad y brillo de la imagen como la vida útil del 
dispositivo. En este sentido, los QDs de CdSe/ZnS fueron los primeros en utilizarse 
gracias a su pequeño espectro de emisión y su amplia gama de colores en comparación 
con los espectros de emisión de los diodos emisores de luz (LEDs) utilizados 
normalmente. Actualmente, aunque se está intentando retirar el Cd de su composición 
y sustituirlo por Mn, debido a la conocida toxicidad del Cd, los QDs de CdSe/ZnS siguen 
empleándose como base para el desarrollo de nuevas modificaciones y 
funcionalizaciones que mejoren las propiedades de estas nanopartículas [74,75]. 
Por otra parte, estos QDs se empezaron a utilizar en aplicaciones biológicas desde 
1998, empleando moléculas bioactivas para funcionalizar su superficie. Los QDs 
modificados permiten monitorizar eventos biológicos, rutas metabólicas o marcar 
Figura 2. Representación de un QD con núcleo y 
recubrimiento binarios, y de la misma nanopartícula 
funcionalizada. 
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estructuras celulares concretas como ADN, peroxisomas, receptores de membrana o 
células completas. Además, todas estas funcionalizaciones han resultado de gran 
utilidad para el desarrollo de plataformas biosensoras [69,76], en aplicaciones de 
bioimagen, como herramientas para localizar genes específicos, e incluso como 
liberadores de fármacos [74,77–82]. En el campo de la biomedicina, los QDs de 
CdSe/ZnS poseen un papel fundamental relacionado con las técnicas de imagen in vivo 
[83]. Así, estos QDs dopados con Mn2+ se han utilizado en imagen de RMN, permitiendo 
mantener una fuerte luminiscencia durante un tiempo prolongado [76]; y dopados con 
64Cu se han utilizado satisfactoriamente en tomografía por emisión de positrones 
(PET), permitiendo, por ejemplo, visualizar la localización de un tumor en un modelo 
in vivo de ratón (Figura 3) [84]. 
 
 
 
 
 
A pesar de todos los beneficios que proporcionan estos QDs, en los últimos años existe 
una preocupación asociada a la potencial toxicidad de los nanomateriales, incluyendo 
los QDs. Su variada aplicación y comercialización se traduce en la aparición de estos 
QDs en el medioambiente, donde ya se consideran potenciales contaminantes 
emergentes que podrían llegar al ser humano a través de la cadena trófica. Pero, 
además, la llegada de los mismos al ser humano u otros organismos puede deberse a 
Figura 3. Imágenes obtenidas mediante PET de un tumor en un 
modelo in vivo de ratón a las 1, 17, 24 y 42 h tras la inyección 
intravenosa de QDs de CdSe/ZnS dopadas con 64Cu. La flecha blanca 
señala la zona tumoral y la negra el hígado [84]. 
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su aplicación en biomedicina o por contacto con la multitud de objetos que los 
contienen. Algunos estudios han demostrado la capacidad de los QDs para penetrar a 
través de la piel, especialmente cuando la barrera cutánea se encuentra deteriorada 
[85,86].  
La controversia sobre si los QDs inducen o no toxicidad se refleja en la literatura, donde 
se ha evaluado el potencial tóxico de diferentes tipos de QDs en diferentes sistemas 
biológicos y a diferentes concentraciones. La mayoría de las publicaciones coinciden 
en que cada tipo de QDs tiene sus propias propiedades fisicoquímicas que determinan 
su potencial toxicidad, aunque de manera general, se ha observado su tendencia a 
acumularse en órganos como pulmón e hígado. Muchos estudios argumentan que estos 
QDs no son tóxicos cuando sus superficies se pasivan con recubrimientos apropiados, 
aunque otros estudios han demostrado su toxicidad a nivel celular, perturbando el 
balance oxidativo y originando disfunción mitocondrial o daño en el ADN. La toxicidad 
de los QDs se ha evaluado utilizando modelos in vitro e in vivo, tal y como se recoge en 
la Tabla 1. No obstante, los estudios llevados a cabo hasta el momento hacen uso de 
ensayos de toxicidad relativamente sencillos que no permiten identificar mecanismos 
específicos de interacción de los QDs con las células que justifiquen los efectos 
citotóxicos observados. Es en este punto donde la aplicación de las técnicas ómicas 
puede desempeñar un papel relevante, y es por ello que este estudio constituye uno de 
los capítulos de la presente Tesis Doctoral. 
 
Tabla 1. Resumen de algunos estudios in vitro e in vivo realizados para evaluar la toxicidad de diferentes 
tipos de QDs. 
QDs 
Línea celular/ 
modelo animal 
Concentración Toxicidad 
Refe-
rencia 
MPA-CdTe Células de 
feocromocitoma de 
rata  
10 µg/mL 
Citotoxidad con QDs 
recubiertas, 50% de viabilidad 
[85] 
CdTe 
1 µg/mL 
Ratón 5 mg/L Alteración de metabolitos, ROS [87] 
Células de cáncer de 
mama 
0,1 a 200 µM 
Citotoxicidad para 50 µM, 25% 
de viabilidad 
[88] 
CdTe/ZnS 
Citotoxicidad para 50 µM, 40% 
de viabilidad 
[88] 
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QDs 
Línea celular/ 
modelo animal 
Concentración Toxicidad 
Refe-
rencia 
CdSe Hepatocitos de rata 62,5 µg/mL Citotóxico [89] 
MAA-TOPO-CdSe  Hepatocitos de rata 62,5 µg/mL 
Muerte celular por fotolisis y 
oxidación del recubrimiento de 
los QDs 
[89] 
CdSe/ZnS 
Hepatocitos de rata 1 mg/mL Citotóxico [77] 
Células HeLa 
10 pmol QDs/ 
105 células (10 
nM) 
Poco efecto en viabilidad [77] 
Ratón 20 nM y 1 µM No hay efecto tóxico [85] 
Blastómeros de 
Xenopus 
4,2·109 
partículas/ 
célula 
No hay efecto tóxico [77] 
Rata 2,5 - 15 nmol No hay efecto tóxico [77] 
CdSe/ZnS-COOH 
Embriones de pez 
cebra, trucha arcoiris 
y guarami perla 
4 nM Efecto tóxico físico [90] 
SSA-CdSe/ZnS  
Células EL-4 
0,4 mg/mL No viables [85] 
0,1 mg/mL Decrece la viabilidad [85] 
Ratón 0,1 mg/mL No toxicidad in vivo [85] 
SSA-MUA-CdSe/ZnS  Células Vero 0,24 mg/mL No afecta la viabilidad [91] 
PLL-CdSe/ZnS 
Larva de pez cebra 
0,2 – 200 µM 
de Cd 
6% de mortalidad, diferentes 
tipos de malformaciones 
[92] 
PEG-CdSe/ZnS 
CdSe-CdS-ZnS Macacos 25 mg/kg Toxicidad mínima [77] 
PEG-PE- CdSe/ZnS 
Blastómeros de 
Xenopus 
5·109 
partículas/ 
célula 
Viabilidad y motilidad alteradas [77] 
2·109 
partículas/ 
célula 
Fenotipo similar a los no 
inyectados 
[77] 
PD- CdSe/ZnS  5·109 
partículas/ 
célula 
Viabilidad y motilidad alteradas [77] 
CdSe/ZnS PSMA  
Phaeodactylum 
tricornutum (alga, 
medio marino) 
0,04-1,0 nM 
>0,52 nM inhibición del 
crecimiento en función de la 
dosis con producción de ROS 
[93] 
InP/ZnS 
Embriones de 
Gobiocypris rarus 
200 nM 
Deformación y muerte de 
embriones 
[94] 
L-Cys y D-Cys ZnS:Mn Células A549 4 – 32 µM Disminución de la viabilidad [95] 
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 Compuestos metálicos: Metilmercurio 
Se consideran metales pesados a aquellos elementos metálicos cuya densidad es 
superior a la densidad del agua. Aunque los metales pesados se encuentran de manera 
natural en la corteza terrestre, su presencia contribuye a la contaminación del 
ecosistema, algo que preocupa en todos los lugares del mundo. Además, la exposición 
humana a estos metales se debe principalmente al resultado de actividades 
antropogénicas como la minería, la producción industrial (refinerías, combustión del 
petróleo, plásticos, textiles, centrales nucleares, redes de transporte de energía, etc.) y 
el uso doméstico y agrícola de metales y compuestos que los contienen [1,96].  
Muchos de estos metales, entre los que se incluyen Co, Cu, Cr, Fe, Mg, Mn, Mo, Ni, Se y 
Zn, son micronutrientes esenciales que desempeñan funciones biológicas y fisiológicas 
relevantes. Por ejemplo, estos metales son constituyentes clave de enzimas y juegan un 
papel muy importante en reacciones bioquímicas de oxidación-reducción. Además, su 
deficiencia está relacionada con el desarrollo de diferentes enfermedades y síndromes. 
Otros metales como Al, Sb, As, Ba, Be, Bi, Cd, Sn, Sr, Ga, Ge, In, Li, Hg, Au, Pt, Ag, Pb, Tl, 
Te, Ti, V y U no desempeñan una función biológica concreta, pero sí inducen un efecto 
tóxico a determinadas concentraciones. Especialmente peligrosos son As, Cd, Cr, Pb y 
Hg, que incluso están clasificados como posibles carcinógenos por la EPA [1,16,96]. 
Dentro de estos metales, el mercurio se considera una de las sustancias más tóxicas en 
la naturaleza. Es un metal que pertenece a la serie de los elementos de transición de la 
tabla periódica, y se encuentra en la naturaleza en tres formas diferentes: como Hg 
elemental, en su forma iónica, o formando un derivado organometálico; cada una de 
estas especies posee un perfil diferente de toxicidad. A temperatura ambiente, el Hg 
elemental existe como un líquido que tiene una alta presión de vapor y se libera al 
medioambiente en forma de vapor de Hg [96]. El metilmercurio (MeHg) es la forma 
orgánica más tóxica y es la encontrada con más frecuencia en el medioambiente, 
formada como resultado de la metilación de formas inorgánicas de Hg (Hg2+) [97]. La 
metilación química del Hg puede ocurrir en presencia de compuestos alquilados de Sn 
y Pb (como el trimetilplomo). Biológicamente, el Hg inorgánico puede ser metilado por 
microorganismos que se encuentran en el suelo y el agua.  
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El Hg se ha utilizado, y en algunos casos se sigue empleando, en la industria eléctrica 
(interruptores, termostatos, baterías), en odontología (amalgamas dentales) y en 
numerosos procesos industriales, incluyendo la producción de sosa cáustica, en 
reactores nucleares, como agente antifúngico para el procesamiento de la madera, 
como solvente para metales preciosos y otros reactivos, y como conservante de 
productos farmacéuticos [98]. La demanda industrial de Hg alcanzó su punto máximo 
en 1964, y comenzó a disminuir bruscamente entre 1980 y 1994, como resultado de 
las prohibiciones federales sobre los aditivos de Hg en pinturas, pesticidas y la 
reducción de su uso en baterías [99]. Aun así, el Programa de las Naciones Unidas de 
Medioambiente (PNUMA) estimó en 2005 una demanda de consumo total de Hg de más 
de 3000 toneladas al año, del que el 12% era consumo europeo. Actualmente este 
consumo global se encuentra en torno a 260-400 toneladas al año y se estima que baje 
de las 200 para el año 2025. Esta reducción significativa del consumo de Hg, se debe al 
compromiso de 128 países en el convenio de Minamata sobre el mercurio, firmado en 
octubre de 2013 y actualizado en septiembre de 2017 [100]. 
El ser humano está expuesto a todas las especies de Hg a través de la contaminación 
ambiental, la contaminación de alimentos, el cuidado dental, las prácticas médicas 
preventivas y las operaciones industriales y agrícolas [96]. Las principales fuentes de 
exposición crónica a bajos niveles de Hg son las amalgamas dentales y el consumo de 
mariscos y pescados, debido en este último caso al alto potencial de bioacumulación y 
biomagnificación del MeHg en peces de gran tamaño, aunque también puede 
encontrarse en cereales o carnes [101]. El Hg ingresa en el agua bien en un proceso 
natural de desprendimiento de gases de la corteza terrestre, o bien a través de la 
contaminación industrial. Se estima que la emisión antropogénica de Hg supone el 40% 
del total, aproximadamente [102]. Por otra parte, algas y bacterias son capaces de 
metilar el Hg incorporado al agua [103], y el MeHg derivado se ingiere y se absorbe 
fácilmente en el tracto gastrointestinal. Aunque se pensaba que era debido a su alta 
solubilidad en lípidos, es su carácter catiónico lo que aumenta su solubilidad en agua, 
facilitando así su movilidad a través de la formación de complejos tisulares por la unión 
a grupos tiol de proteínas, péptidos y aminoácidos. Se ha demostrado que su 
incorporación a células endoteliales se realiza mediante la unión a la cisteína, 
formándose un complejo que imita a la estructura de la metionina (Figura 4). Este 
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complejo puede atravesar fácilmente la barrera placentaria y la hematoencefálica 
[104]. Además, una vez absorbido, el Hg tiene una tasa de excreción muy baja, con 
tiempos excreción que oscilan entre los 70 y 80 días. La excreción se realiza a través de 
las heces al ser complejado por el glutatión (GSH) [104]. No obstante, una gran 
proporción del MeHg absorbido se acumula en riñones, tejido neurológico e hígado, 
habiéndose demostrado también su acumulación en pelo [96,98]. Si bien todas las 
especies de Hg son tóxicas, el MeHg es especialmente peligroso, afectando 
principalmente al sistema neurológico, gastrointestinal y urinario [98]. 
 
 
Figura 4. Reacción entre el MeHg y la cisteína que facilita la permeabilidad del MeHg a través de barreras 
biológicas. El complejo MeHg-cisteína posee una estructura similar a la metionina. 
 
El caso más desastroso de envenenamiento ambiental hasta la fecha, y quizás el más 
ilustrativo relacionado con este compuesto metálico, ocurrió en el puerto pesquero 
japonés de Minamata en 1950 [105]. Una empresa química construyó una planta de 
plásticos que utilizaba compuestos organomercúricos como catalizadores. Como 
consecuencia de esta actividad, cada año se vertía una pequeña cantidad de cloruro de 
MeHg en el río Minamata y en la bahía adyacente de Yatsushiro. En 1953, una extraña 
enfermedad afectó a la población local, que se conoció como la enfermedad de 
Minamata. Los síntomas producidos por esta intoxicación incluían trastorno sensorial, 
ataxia, constricción del campo visual, alteración del habla y deterioro de la audición 
[106]. En 1963 se estableció que la enfermedad era causada por el MeHg presente en 
el alimento básico de la comunidad, el pescado extraído de la Bahía de Yatsushiro. Se 
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estima que más de 10.000 personas se vieron afectadas por la enfermedad de 
Minamata. Con un total de 703 mutilados graves y más de 100 muertos, además del 
nacimiento de numerosos bebés con defectos congénitos. Otro episodio conocido de 
envenenamiento ocurrió en Irak en la década de los 70s, debido a granos de cebada 
utilizados para la fabricación de pan y alimentación de perros que habían sido tratados 
con un fungicida que contenía MeHg [107]. 
A consecuencia de estos hechos, y con el fin de controlar las descargas industriales de 
Hg en el medio acuático, el gobierno japonés estableció regulaciones tanto para la 
concentración total permitida de Hg como la de MeHg. Este hecho se externalizó a otros 
países preocupados por el contenido de MeHg que ingerían a través de alimentos como 
el arroz. Un estudio reciente ha demostrado la presencia de cantidades de MeHg de 
8,71 µg/kg en arroz procedente de China, muy por debajo de las concentraciones de 
años anteriores a 2013 donde el contenido superaba los 100 µg/kg [108]. 
El programa legislativo de la Unión Europea también reconoció el potencial impacto 
global de la contaminación por Hg estableciendo dos directivas al respecto: la 
82/176/CEE y la 84/156/CEE, relativas al vertido de Hg por la industria cloroalcalina 
y otros sectores, respectivamente. En general, las directivas establecen normas de 
emisión para la calidad de los efluentes procedentes de procesos o industrias 
específicos, y también emiten Normas de Calidad Ambiental (NCA). Las NCA se 
establecen en función de la toxicidad, la persistencia y la bioacumulación, para una 
serie de sustancias peligrosas. La directiva sobre sustancias peligrosas (76/464/CEE) 
establece normas para las sustancias de la denominada lista I, en la que aparecen 
compuestos que, por su toxicidad, persistencia y propiedades bioacumulativas, se 
consideran peligrosos para el medio acuático. El Hg está incluido en dicha lista y, a día 
de hoy, la Directiva (2010/75/EU) establece un límite como metal disuelto en el medio 
acuático de 0,3 mg/L y un límite de emisión en su forma gaseosa o vapor de 
0,05 mg/Nm3. El 17 de mayo de 2017 entró en vigor el nuevo reglamento 2017/852 
del Parlamento Europeo, a través del cual se implementaron nuevas estrategias para 
reducir la demanda de Hg en aplicaciones como baterías, termómetros o amalgamas 
dentales. Este reglamento también recoge los límites de consumo establecidos en 
diferentes directivas, así como normas de almacenamiento, sanciones y la prohibición 
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de su uso en nuevos productos desde enero de 2018 y de su importación o exportación 
a partir del año 2019. El Comité Mixto formado por la Organización de las Naciones 
Unidas para la Agricultura y la Alimentación y la Organización Mundial de la 
Salud (FAO/OMS) ha establecido desde 2004 una ingesta tolerable provisional para el 
Hg total de 1,6 µg/kg de peso corporal a la semana (REP17/CF). Esta organización ha 
clasificado a los peces en función de su contenido en Hg, siendo el pez aguja, el reloj 
anaranjado, el tiburón, la caballa, el jurel y el atún aquellos que más contenido 
presentan, llegando incluso a tener niveles de 1 µg/g de Hg (FIPM/R978) [109].  
El número de estudios toxicológicos realizados sobre los efectos del MeHg son muy 
abundantes, siendo probablemente el compuesto más extensamente estudiado debido 
a su alta peligrosidad. La Tabla 2 recoge algunos estudios seleccionados. Muchos de 
estos estudios han revelado la capacidad del MeHg ingerido para interactuar con 
proteínas y enzimas debido a su fuerte afinidad por el azufre, causando disfunción de 
órganos y un efecto devastador en todo el sistema nervioso central, particularmente en 
el cerebro en desarrollo. En este sentido, está bien establecido que el MeHg provoca 
neurotoxicidad en humanos y en animales de experimentación [103,110]. Asimismo, el 
aumento de la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) parece ser una 
característica asociada a su toxicidad [111–113], que afectan especialmente a las 
mitocondrias desacoplando la fosforilación oxidativa y el transporte de electrones 
[114]. Este estrés oxidativo producido por el MeHg se relaciona con su alta afinidad por 
los grupos tiol [111–113]. De hecho, se ha observado como el MeHg disminuye el 
contenido de GSH y altera las actividades de la catalasa, glutatión peroxidasa y 
glutatión reductasa en el tejido y las células, lo que conlleva la peroxidación de lípidos 
y la muerte celular [114,115]. Diversos estudios que han intentado elucidar el 
mecanismo de toxicidad del MeHg indican que las proteínas que se han encontrado 
principalmente inhibidas por su efecto tóxico son: la vimentina, la familia de la 
tubulina, el proteasoma, la ATP sintasa, la fructosa-bisfosfato aldolasa, la familia de 
glutatión peroxidasa y proteínas clave implicadas en el ciclo de metilación 
[40,116,117]. 
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Tabla 2. Estudios representativos sobre la toxicidad del MeHg en modelos in vitro e in vivo. 
Línea celular/ 
modelo animal 
Condiciones 
de 
exposición 
Concentración Toxicidad 
Refe-
rencia 
Células de 
feocromocitoma 
de rata  
24 h 0,1 µM 
Núcleos apoptóticos, activación de 
caspasa-3 e inhibición de la extensión de 
neuritas 
[118] 
Células de 
hipocampo de 
ratón  
24 h 4 µM 
Disminución de la membrana, potencial y 
función mitocondrial. Reducción de ATP, 
liberación de citocromo c, activación de 
calpaína e interrupción lisosomal 
[119] 
Células madre 
neuronales  
2 días 0,1 µM 
Reducción de la capacidad antioxidante y 
muerte celular 
[112] 
Células T 
reguladoras 
4 h 1,25 µM 
Condensación nuclear, disminución de la 
integridad de la membrana y pérdida de la 
estructura nuclear, generación de ROS 
[120] 
Cultivo primario 
celular de 
cerebelo de ratón 
1 h 10 µM 
Depleción de GSH, generación de ROS, 
mortalidad del 50% de la población 
[121] 
Astrocitos 1 h 10 µM 
Generación de ROS, disminución niveles de 
GSH 
[111] 
Neuronas 24 h 10 µM 
Degeneración rápida y masiva en la red de 
neuritas unos minutos después de la 
adición, muerte de todas las neuronas 
[113] 
Plumaria elegans 
(planta acuática) 
6, 12, 24 h 
0,25, 0,5 y 1 
mg/L 
Inhibición del crecimiento superior al 50% [122] 
Elodea densa 
(planta acuática) 
25 días 
0,75, 7,5 y 75 
nM 
Cambios morfológicos, inhibición total de 
la actividad mitótica de la raíz 
[122] 
Palaemonetes 
pugio (larva de 
camarón) 
1 semana 12,5 µg/L 
No supervivencia de ninguna especie y 
capacidad de adaptarse al medio 
[122] 
Gourami azul 
(pez) 
48 h 94,2 µg/L Mortalidad de un 50% de la población [122] 
Trucha arcoiris 
(pez) 
48 h 45 µg/L Mortalidad de un 50% de la población [122] 
Codorniz 
japonesa (ave) 
14 días 11 mg/kg Mortalidad de un 50% de la población [122] 
Eisenia foetida 
(Gusano) 
12 semanas 
5 mg/kg (en 
suelo) 
79% de supervivencia, no regeneran 
segmentos amputados 
[122] 
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Línea celular/ 
modelo animal 
Condiciones 
de 
exposición 
Concentración Toxicidad 
Refe-
rencia 
Visón (mamífero) 
25 días 
5 mg/kg/día 
Ataxia, pérdida de equilibrio, anorexia y 
pérdida de peso 
[122] 
29 días Parálisis, temblores y muerte [122] 
Rata (mamífero) 24 días 4 mg/kg/día 
Efectos neurológicos, ataxia y acumulación 
en el cerebro 
[123] 
Ratón sueco 
albino 
(mamífero) 
21 días 
15 mg/L (en 
agua) 
Inhibición de la absorción de glutamato y 
aumento de los niveles de hidroperóxido 
[118] 
Rata Sprague-
Dawley 
(mamífero) 
24 h 
5 µg/g 
(inyección 
subcutánea) 
Aumento de la liberación de citocromo c, 
aumento de la proteína Bax y activación de 
caspasa-9 y caspasa-3 
[124] 
Rata Wistar 
machos 
(mamífero) 
5 días 8 mg/kg/día 
Inhibición de la cadena de transporte 
electrónico, liberación citocromo c, 
generación de ROS, activación caspasa-3 
[114] 
 
El estudio de la toxicidad del Hg está muy ligado al papel del selenio como elemento 
protector frente a dicha toxicidad. El Se es un elemento esencial con características 
antioxidantes que se encuentra en una gran variedad de especies inorgánicas y 
orgánicas, participando en importantes procesos bioquímicos y fisiológicos, incluidos 
la biosíntesis de la coenzima Q, la regulación de los flujos de las membranas, el 
mantenimiento de la integridad de las queratinas, la estimulación de la síntesis de 
anticuerpos y la activación de la proteína glutatión peroxidasa en respuesta al estrés 
oxidativo. Además, las selenoproteínas y selenoenzimas circulantes poseen un papel 
clave en la modulación del sistema inmune y en el metabolismo de la hormona tiroidea. 
La FAO/OMS/IAEA (Agencia Internacional de Energía Atómica) (2004) recomienda la 
ingesta de 34 μg/día en hombres de 65 kg y 26 μg/día en mujeres de 55 kg para obtener 
las reservas adecuadas de Se que necesita un organismo. Los alimentos que más 
contenido de este elemento tienen son los cereales, carnes, huevos y pescado. Además, 
este elemento tiene una larga historia en quimioprevención de cánceres de mama y 
colon en modelos de roedores, y se ha mostrado prometedor en el tratamiento del 
cáncer de próstata y otros cánceres humanos [125].  
 INTRODUCCIÓN 
25 
Entre estas propiedades, diversos estudios han demostrado que el Se tiene un efecto 
protector contra el daño inducido por determinados metales como el Cd [126–128] y, 
muy especialmente, el Hg [129]. Muchos estudios han evaluado los efectos protectores 
del SeO32- sobre la toxicidad inducida por Hg o MeHg, ya que la afinidad del Hg por el 
Se es incluso superior que por el S. Se ha demostrado que ejerce un efecto protector 
contra los daños neurológicos asociados al MeHg [130], aunque para que el efecto 
protector sea efectivo, la ingesta de este elemento esencial debe ser muy superior a la 
de MeHg [131]. Este mecanismo de protección incluye la capacidad del Se para 
perturbar la redistribución del Hg en órganos y fluidos biológicos, e inducir la unión de 
los complejos Hg-Se-S inertes. En general, diversos estudios están de acuerdo en que el 
Se, y concretamente las selenoproteínas, pueden tener dos papeles importantes en la 
protección contra la toxicidad de Hg. En primer lugar, permiten unir más Hg a través 
de su grupo selenol altamente reactivo, disminuyendo incluso la cantidad de MeHg 
acumulada en diferentes organismos vivos, animales o plantas y, de manera adicional, 
sus propiedades antioxidantes ayudan a eliminar las especies reactivas de oxígeno 
inducidas por el Hg in vivo [132–138]. 
Tal y como se ha comentado anteriormente, la toxicidad del MeHg y la interacción 
Hg-Se, han sido ampliamente estudiadas. Aunque la mayor parte de estos estudios 
hacen uso de técnicas analíticas y bioanalíticas relativamente sencillas, en algunos 
casos se han empleado técnicas genómicas y proteómicas de análisis masivo que han 
permitido elucidar parte de los mecanismos asociados a la toxicidad de este 
compuesto. No obstante, a nivel de metabolismo no se han llevado a cabo estudios 
hasta la fecha. Por este motivo, en la presente Tesis Doctoral se ha abordado el estudio 
de la toxicidad del MeHg, así como de la interacción MeHg-Se, empleando técnicas de 
metabolómica dirigida y no dirigida, con objeto de evaluar las rutas metabólicas 
implicadas, y ampliar así el conocimiento actual sobre las bases moleculares de la 
toxicidad asociada a este elemento. 
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 Compuestos orgánicos: Surfynol 
Los surfactantes, también llamados agentes activos de superficie o tensioactivos, son 
un grupo de compuestos orgánicos con una composición química particular: poseen 
una parte hidrofílica formada por uno o varios grupos polares, soluble en medios 
polares, y una parte hidrofóbica formada por una cadena hidrocarbonada, soluble en 
medios apolares. Los surfactantes se caracterizan por su tendencia a la adsorción a 
diferentes tipos de superficies o interfases, además de por su habilidad para formar 
micelas en disolución. Estos compuestos pueden clasificarse en función de la carga de 
sus moléculas en catiónicos, aniónicos o no-iónicos [139,140]. 
Debido a estas propiedades, los surfactantes se aplican en diferentes productos de uso 
cotidiano; por ejemplo están presentes en productos de limpieza, champús, 
desinfectantes, antisépticos, tintes, pinturas, agentes dispersantes, agentes 
humectantes, emulsionantes, cosméticos, ropa, etc. También se emplean en la industria 
del papel y como ingredientes de productos derivados de petróleo y pesticidas [6,139].  
El uso de surfactantes en toda esta gama de aplicaciones se traduce en la aparición de 
dichos compuestos en residuos sólidos y en aguas residuales. Se han realizado 
numerosas evaluaciones sobre la presencia medioambiental de surfactantes en agua y 
tierra de muchos países, confirmándose su presencia y, por tanto, su contribución a la 
contaminación del medioambiente. Además, sus propiedades superficiales les hacen 
ser considerados compuestos potencialmente tóxicos, especialmente en ambientes 
acuáticos, ya que pueden interaccionar con superficies biológicas tales como las 
membranas celulares. Diversos trabajos de investigación han demostrado la toxicidad 
de estos surfactantes, si bien existe una carencia de aplicación de las técnicas ómicas 
para elucidar los mecanismos moleculares subyacentes a los efectos tóxicos 
observados [6,16,140,141]. 
El 2,4,7,9-tetrametil-5-decin-4,7-diol (TMDD), comercialmente conocido como 
Surfynol, es un surfactante no-iónico cuya estructura se representa en la Figura 5. Los 
diferentes etoxilados posibles de este compuesto dan lugar a los diferentes tipos de 
Surfynol existentes. Este surfactante se encuentra dentro del grupo de adhesivos 
“respetuosos con el medioambiente”, ya que se encuentra fabricado a base de agua. 
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Estos adhesivos se empezaron a sintetizar para sustituir a aquellos que, como el 
clorofluorometano y el hidrocloroflurometano, generaban una alta emisión de CO2 y 
halógenos a la atmósfera [11,142].  
 
 
 
 
 
 
El Surfynol presenta unas propiedades características que lo diferencian de otros 
tensioactivos a base de agua como son: la capacidad de reducir la tensión superficial, 
su excelente papel como agente humectante y su poder para evitar la formación de 
espumas [142]. Por ello, se emplea en la fabricación de numerosos productos 
industriales como tintes, pinturas, recubrimientos y adhesivos. Su presencia resulta 
especialmente relevante en la industria de empaquetado de alimentos, donde el 
surfactante no es aplicado en la superficie que se encuentra en contacto con el 
alimento, pero sí tras la capa de plástico de la estructura multicapa del envase.  
Los estudios experimentales que evalúan la toxicidad de este surfactante son 
prácticamente inexistentes, en estos escasos trabajos se recogen datos de su presencia 
en ríos y los efectos que la exposición a este compuesto produce en larvas de pez cebra 
[11,143,144]. Por ello, la EFSA lo ha clasificado, utilizando la aproximación teórica del 
umbral de alarma toxicológica (TTC, de sus siglas en inglés) [145,146], como un 
compuesto de Clase III de Cramer, es decir, el nivel más alto de toxicidad, según el cual 
la concentración de Surfynol no puede superar los 90 μg/kg de alimento envasado. El 
TTC permite evaluar la toxicidad de un compuesto cuando no se cuenta con datos 
experimentales, empleando exclusivamente los datos estructurales de la molécula, lo 
que llevaría a considerarlo seguro para la salud si el consumo humano del compuesto 
se sitúa por debajo del umbral establecido. El Surfynol se incorporó en el mercado en 
Figura 5. Estructura molecular del tensioactivo Surfynol. 
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2010 y se adicionaba en cantidades muy pequeñas. Sin embargo, el mercado ha 
evolucionado y los materiales de empaquetado contienen cada vez más cantidad de 
este surfactante sustituyendo a los adhesivos de poliuretano. Un estudio de migración 
demostró la presencia de Surfynol a una concentración de 621,0 μg/kg de alimento en 
un simulante sólido conocido como Tenax [147]. Estudios adicionales han demostrado 
que la migración del Surfynol desde el envase al alimento sucede a través de las 
diferentes capas que conforman el envase, incluso a través del plástico o del papel 
[148,149]. Esta migración también se ha demostrado en envases cuya finalidad era el 
almacenamiento de esperma [150].  
En base a estos estudios que han corroborado la migración de este surfactante a 
alimentos de consumo humano, y a la prácticamente total escasez de estudios 
toxicológicos sobre este compuesto, en la presente Tesis Doctoral se aborda este tema, 
para lo cual se han empleado conjuntamente técnicas de proteómica y metabolómica 
que han permitido poner de manifiesto el potencial efecto tóxico de este tensioactivo, 
así como los principales mecanismos moleculares responsables del mismo. 
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El objetivo genérico de esta Tesis Doctoral es la elucidación de los 
mecanismos moleculares de acción de compuestos tóxicos de diferente naturaleza, 
como complemento a estudios toxicológicos convencionales, a través de la 
identificación de proteínas y metabolitos cuyos niveles de expresión se ven alterados 
en células y organismos expuestos a dichos agentes.  
Este objetivo general se aborda a través de varios objetivos específicos que se 
describen a continuación: 
 Objetivo 1: Desarrollo de métodos analíticos. Este objetivo persigue 
desarrollar métodos analíticos de preparación de muestra, concretamente 
métodos de extracción de metabolitos y proteínas, que permitan la aplicación 
de técnicas ómicas establecidas a los diversos estudios de toxicidad 
seleccionados en la presente Tesis Doctoral. 
 Objetivo 2: Evaluación de la toxicidad y de los mecanismos moleculares 
asociados a la exposición a nanopartículas QDs de CdSe/ZnS. Mediante este 
objetivo se pretende evaluar, en primer lugar, cómo se ve afectada la viabilidad 
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de distintas líneas celulares tras ser expuestas a diferentes concentraciones de 
estas nanopartículas de 6 nm de diámetro, y cómo, dicha exposición, afecta a la 
inducción de apoptosis y a cambios en el perfil del ciclo celular. Por otra parte, 
también se pretende evaluar la capacidad de internalización celular de estos 
QDs y su estabilidad y localización intracelular. Por último, y como aspecto más 
relevante, se persigue la elucidación de los mecanismos de toxicidad asociados 
a la exposición a estos QDs, empleando tanto un modelo in vitro como uno in 
vivo, para lo que se utilizan las técnicas de proteómica cuantitativa conocidas 
como SILAC y super-SILAC, respectivamente. 
 Objetivo 3: Evaluación de los cambios metabólicos asociados a la toxicidad 
inducida por MeHg y de la capacidad protectora del Se(IV) frente a dichos 
cambios. En este objetivo se utiliza la metabolómica dirigida y no dirigida para 
completar estudios de toxicidad previos realizados a nivel de proteómica y 
genómica, con objeto de profundizar a otro nivel molecular en los mecanismos 
asociados a la toxicidad del MeHg. Además, empleando estas mismas técnicas 
analíticas, se pretende demostrar el papel protector que puede ejercer el Se(IV) 
frente a dicha toxicidad.  
 Objetivo 4: Estudio del potencial reprotóxico del tensioactivo Surfynol. 
Mediante este objetivo se pretende demostrar la reprotoxicidad del Surfynol 
presente como adhesivo en numerosos empaquetados alimentarios, mediante 
la realización de estudios de viabilidad celular utilizando células germinales 
NTERA2 y mediante la elucidación de los mecanismos de toxicidad asociados a 
dicho compuesto. Para este último propósito, se recurre a la utilización de una 
estrategia multi-ómica. Por otro lado, se pretende demostrar la citotoxicidad de 
este compuesto en líneas celulares somáticas mediante ensayos de viabilidad 
celular y de inducción de apoptosis. 
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En esta sección se describen los materiales y métodos empleados en los 
experimentos llevados a cabo durante el desarrollo de la presente Tesis Doctoral. Los 
fundamentos teóricos de las técnicas y métodos analíticos descritos en este capítulo se 
incluyen en el anexo I.  
 
1. Cultivo celular 
Durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral se han utilizado las siguientes líneas 
celulares adquiridas en la American Type Culture Collection (ATCC): células de 
hepatocarcinoma humano (HepG2), células de carcinoma de cuello uterino humano 
(HeLa), células de neuroblastoma de ratón (Neuro-2a), macrófagos de ratón (Raw), 
queratinocitos humanos (HaCaT), células embrionarias de riñón humano (Hek293), 
células de osteosarcoma humano (Hos), células de fibroblasto de embrión de pez cebra 
(ZF4), células de fribroblasto de cola de pez cebra (AB.9) y células germinales de 
carcinoma embrionario testicular humano (NTERA2). Todas ellas son células de tipo 
adherente y se cultivaron en un incubador New Brunswik Galaxy 48S que permitió 
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mantener las condiciones óptimas para la proliferación de las diferentes líneas 
celulares: 37 °C y 5% de CO2, salvo en el caso de las líneas ZF4 y AB.9 que se cultivaron 
a 28 °C. Las células se crecieron empleando medio de cultivo Dulbeco’s modified eagled 
medium (DMEM, Gibco) y DMEM:F12 (Gibco) para la línea ZF4 suplementado en todos 
los casos con un 10% (v/v) de suero fetal bovino (FBS, Gibco) y un 1% (v/v) de 
penicilina/estreptomicina (Sigma Aldrich). 
 
2. Ensayo de viabilidad celular 
El estudio de la viabilidad de las diferentes líneas celulares, tras la exposición a los 
contaminantes de interés, se llevó a cabo mediante el denominado ensayo MTT. En 
primer lugar, se realizó el cultivo de la línea celular seleccionada en placas de cultivo 
multipocillo P96 con una densidad de población celular de 4·103 células/pocillo. Tras 
24 h, y una vez asentadas las células, se incubaron con el compuesto potencialmente 
tóxico empleando las condiciones de concentración y tiempo seleccionadas y descritas 
posteriormente para cada caso. Transcurrido el tiempo de exposición, se adicionaron 
a cada pocillo 20 µL del reactivo MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol) (Invitrogen) preparado a una concentración de 5 mg/mL, y se incubó a 
37 °C durante 4 h. A continuación, se retiró el medio de cultivo con cuidado y se 
adicionaron 100 µL de dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma Aldrich) para disolver los 
cristales de formazán, originados como consecuencia de la reducción del reactivo MTT 
en los pocillos que contenían células viables. Por último, se realizó la medida de 
absorbancia a 595 nm en un lector de placas multipocillo Sunrise (Tecan). El cálculo de 
la viabilidad celular se obtuvo aplicando la Ecuación 1. 
 
 
Ecuación 1 
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 Condiciones de exposición a QDs 
Para evaluar la viabilidad celular tras la exposición a QDs de CdSe/ZnS de 6 nm de 
diámetro (Sigma Aldrich) se emplearon quintuplicados de diferentes líneas celulares 
(HepG2, HeLa, Neuro-2a, Raw, HaCaT, Hek293 y Hos) que se expusieron a 
concentraciones de QDs de 10, 50 y 100 mg/L durante 24, 48 y 72 h. De igual forma, se 
evaluó la viabilidad de células HepG2 expuestas a 10,09 mg/L de Cd2+ y a 2,74 mg/L de 
Se2- [151] , utilizando para ello las sales de CdCl2 y Na2Se.  
 
 Condiciones de exposición a Surfynol 
Este estudio de viabilidad se llevó a cabo empleando células NTERA2, HepG2 y HeLa. 
En este caso se testaron concentraciones de exposición en el rango 0,1-50 mg/L 
durante un tiempo de 72 h en cinco réplicas de cada condición. 
 
3. Microscopía de epifluorescencia 
La cinética de internalización de los QDs en células se llevó a cabo mediante 
microscopía de epifluorescencia empleando la capacidad fotoluminiscente 
(𝜆em = 630 nm) de los QDs. Para ello, se realizó una preparación de muestra con el 
cultivo de la línea celular HepG2, sobre cristales de microscopía, en placas de cultivo 
de 24 pocillos. Las células se expusieron a 50 mg/L de QDs a diferentes tiempos: 0, 1, 
12, 24, 48 y 72 h. Una vez terminada la incubación con los QDs, se retiró el medio y se 
realizaron dos lavados con 2 mL de una disolución reguladora de fosfato salina (PBS, 
Lonza). Posteriormente, se adicionaron 2 mL de paraformaldehído (Sigma Aldrich) al 
4% (p/v) y se incubaron los cristales durante 15 min a temperatura ambiente con el 
fin de fijar las células y conservarlas. Transcurrido este tiempo, los cristales se lavaron 
tres veces con 2 mL de PBS durante 5 min cada lavado. A continuación, los cristales se 
incubaron durante 30 min en oscuridad a temperatura ambiente con 30 µL de una 
disolución de fluorocromos preparada a partir de: 0,75 µL de 4’6’-diamidino-2-
fenilindol (DAPI, Invitrogen) (1 mg/mL) (𝜆ex = 360 nm, 𝜆em = 460 nm), 15 µL de 
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faloidina alexa 488 (Invitrogen) (𝜆ex = 495 nm, 𝜆em = 519 nm) y 745 µL de PBS. 
Posteriormente, se retiró el exceso utilizando 3 veces PBS en las mismas condiciones 
anteriores y, por último, se fijó cada uno de los cristales sobre un portaobjetos 
empleando 5 µL de Mowiol® 4-88 (Sigma Aldrich). Hasta la realización de la medida 
se mantuvieron las muestras a 4 °C en oscuridad. Las imágenes se recogieron con un 
microscopio de epifluorescencia Motic AE31 equipado con una cámara de dispositivo 
de carga acoplada (CCD) y un objetivo de 60 aumentos. El software Motic Images 
Advance 3.2 permitió la adquisición y el posterior procesado de las imágenes. 
 
4. Microscopía electrónica de transmisión  
La microscopía electrónica de transmisión (TEM) se utilizó para evaluar la localización 
de los QDs de CdSe/ZnS en el interior de los diferentes orgánulos de células HepG2. 
Para ello, se utilizó un microscopio electrónico de transmisión JEOL 2100 operando a 
100 kV. Las células se trataron con 50 mg/L de QDs durante 72 h a 37 °C. Tras la 
exposición, las células se lavaron con PBS y se incubaron durante 4 h con 
glutaraldehído (Sigma Aldrich) al 2,5% (v/v) y p-formaldehído al 4% (v/v) con el 
objetivo de fijar las células in-situ. Posteriormente, las células se lavaron y almacenaron 
toda la noche en PBS a 4 °C. Transcurrida una hora de exposición en oscuridad con 
tetraóxido de osmio al 1% (v/v), que proporciona contraste a la célula, éstas se 
deshidrataron en etanol (Scharlab). Para el proceso de deshidratación se utilizaron 
disoluciones de etanol desde el 30 al 100% (v/v). A continuación, los pellets se trataron 
con cantidades crecientes de la mezcla resina: acetona hasta llegar al 100% (v/v) de 
resina. Finalmente se incubaron a 65 °C durante 48 h, para posteriormente ser 
cortadas en secciones ultrafinas, transferidas a rejillas de cobre y analizadas mediante 
TEM y espectroscopía de energía dispersiva de rayos X (EDS).  
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5. Citometría de flujo 
La citometría de flujo se ha empleado en la presente Tesis Doctoral para evaluar 
posibles alteraciones en el ciclo celular e inducción de apoptosis debida a la exposición 
de los diferentes contaminantes estudiados. 
 
5. a  Evaluación del ciclo celular 
Para evaluar cómo afectan los QDs de CdSe/ZnS al perfil del ciclo celular, se cultivaron 
células HepG2 en placas de cultivo P60 que se expusieron a 0, 10, 50 y 100 mg/L de 
QDs durante 72 h. Transcurrido este tiempo, se tomó un volumen equivalente a 1·106 
células y se transfirió a un tubo de microcentrífuga de 1,5 mL. Tras centrifugar las 
muestras durante 5 min a 1200 rpm y 22 °C se descartaron los sobrenadantes. El pellet 
celular se resuspendió en 250 µL de PBS sobre los que se adicionaron otros 250 µL de 
una disolución al 60% (v/v) de etanol en PBS y 30 µg/mL del reactivo Hoescht 33342 
(Invitrogen). Posteriormente, se dejó incubar la mezcla toda la noche a 4 °C en 
oscuridad. Al día siguiente, se transfirieron a un tubo de citometría y se realizó la 
medida en un citómetro LSR (Becton Dickinson). Se realizó el estudio estadístico de los 
datos para encontrar diferencias significativas entre las cinco réplicas realizadas de 
muestras control y muestras tratadas a las diferentes concentraciones de los QDs. Esta 
comparación se llevó a cabo mediante análisis estadístico de la varianza de un factor 
(ANOVA), con un nivel de confianza del 95% (p < 0,05). 
 
5. b  Ensayo de apoptosis 
Para evaluar la capacidad de inducir apoptosis del Surfynol en células somáticas 
(HepG2 y HeLa), éstas se expusieron a 20 mg/L de dicho tensioactivo durante 72 h. 
Tras el tiempo de exposición, las células se lavaron con PBS y su pellet se resuspendió 
en 1 mL de la disolución de anexina-V (annexin binding buffer, Invitrogen) a pH 7,5 que 
contiene: Ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina-metanosulfónico (HEPES) (100 mM), 
NaOH (100 mM), NaCl (1,4 M) y CaCl2 (25 mM) (Sigma Aldrich). Las células apoptóticas 
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y necróticas se marcaron con 5 μL del conjugado de anexina V-isotiocianato de 
fluoresceína (FITC, Invitrogen) y 10 μL de yoduro de propidio (PI, Invitrogen). 
Transcurridos los 15 min de incubación en oscuridad, las muestras se analizaron 
utilizando un citómetro de flujo FACScan (Becton-Dickinson) empleando como fuente 
de excitación un láser de argón-ion 15 mV a una longitud de onda de 488 nm. En estas 
condiciones, las células vivas no emitieron fluorescencia, las apoptóticas emitieron en 
color verde (FITC) y las necróticas en verde y azul (PI). Para el tratamiento estadístico 
de los datos, se realizaron triplicados tanto de las células control como de las células 
expuestas a Surfynol, y se estimaron las posibles diferencias estadísticamente 
significativas mediante el empleo del estudio estadístico de la t de Student con un nivel 
de confianza del 95% (p < 0,05). 
 
6. Proteómica cuantitativa 
Para la elucidación de mecanismos biomoleculares afectados y responsables de los 
efectos tóxicos observados tras la exposición a los diferentes contaminantes, se han 
empleado dos estrategias de proteómica cuantitativa: la estrategia SILAC, aplicable a 
modelos in vitro, y una modificación de ésta denominada super-SILAC y que permite su 
aplicación a modelos in vivo. 
 
 Stable isotopic labeling by amino acids in cell culture (SILAC) 
La estrategia SILAC se ha empleado para identificar proteínas alteradas como 
consecuencia de la exposición a los QDs y al Surfynol, con el fin de identificar y 
profundizar en los mecanismos biomoleculares implicados en la toxicidad inducida por 
ambos compuestos. El esquema del procedimiento experimental seguido para 
implementar la estrategia SILAC en ambos casos se muestra esquematizado en la 
Figura 6. 
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6. a. 1  Marcaje metabólico 
Se sembraron 1·106 células en una placa Petri con 10 mL de DMEM suplementado con 
10% (v/v) de FBS dializado y 1% (v/v) de penicilina/estreptomicina. Paralelamente, 
se realizó un cultivo en iguales condiciones, pero empleando el medio DMEM 
conteniendo la versión pesada de los aminoácidos lisina (Lys) y arginina (Arg) 
marcados isotópicamente con 13C, este medio se conoce como “pesado” mientras el que 
contiene a los aminoácidos sin modificar se conoce como “ligero”. En esta etapa del 
procedimiento, es muy importante que las células crezcan en el medio pesado durante 
un mínimo de 5-6 doblajes, para asegurar un 100% de eficacia de marcaje. Una vez 
concluido el marcaje metabólico de las células, se llevó a cabo la exposición de las 
mismas con las condiciones seleccionadas para cada uno de los contaminantes 
estudiados: células HepG2 expuestas a 50 mg/L de QDs durante 72 h; y células NTERA2 
Figura 6. Esquema de las diferentes etapas del procedimiento empleado en los experimentos SILAC. 
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expuestas a 20 mg/L de Surfynol durante 72 h. En ambos casos y para asegurar la 
reproducibilidad de los resultados, se realizaron paralelamente dos experimentos: un 
SILAC directo, en el que el contaminante a estudiar se adicionó a las células crecidas en 
el medio ligero; y un SILAC reverso, en el que el compuesto a evaluar se adicionó a las 
células crecidas en el medio pesado. Tras la exposición, las células control y las 
expuestas se mezclaron en una relación 1:1. 
 
6. a. 2  Lisis celular 
El proceso de lisis se realizó a 4 °C para minimizar el efecto de las proteasas 
intracelulares y la degradación de las proteínas. En primer lugar, se tomó la placa 
confluente, se retiró el medio y se lavó dos veces con PBS frío para eliminar el resto de 
proteínas del FBS. Después, se añadieron 500 µL de la disolución de lisis total (tris-HCl 
pH 7,5 (20 mM), MgCl2 (5 mM), NaF (50 mM), EDTA (10 mM), NaCl (0,5M), Tritón x100 
(1% (v/v)) e inhibidores de proteasas) y se levantaron las células adheridas a la 
superficie con un rascador. Se transfirieron a un tubo de centrífuga de 1,5 mL, y se 
sonicaron con microsonda de ultrasonidos (US) aplicando 20 pulsos de 2 s con 5 s entre 
cada pulso. Posteriormente, la suspensión se incubó durante 15 min a 4 °C con 
agitación rotatoria. Finalmente, se centrifugó a 13.000 rpm y 4 °C durante 10 min para 
eliminar los restos celulares (debris celular) y se traspasó el sobrenadante, 
conteniendo el extracto proteico, a un tubo nuevo de microcentrífuga. 
 
6. a. 3  Separación electroforética 
En primer lugar, se empleó el ensayo Bradford para determinar la cantidad de proteína 
total en la muestra. Los patrones de concentración conocida que se emplearon para 
realizar el calibrado consistieron en disoluciones de albúmina de suero bovina (BSA, 
Biorad). En este ensayo, el reactivo Bradford (Biorad) se enlaza a las proteínas por 
fuerzas de Van der Waals e interacciones electrostáticas, estabilizando la carga 
negativa del colorante y originando el color azul cuya absorbancia puede ser medida a 
595 nm. 
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El extracto proteico, obtenido tras la lisis celular, se mezcló en proporción 1:1 con el 
tampón de carga (Laemmli sample buffer, Biorad), al que se adicionó un 4% (v/v) de 
2-mercaptoetanol (β-ME, Sigma Aldrich) como agente reductor. La muestra se calentó 
a una temperatura próxima a la de ebullición (95 °C) para conseguir la reducción de los 
enlaces disulfuro inter- e intra-catenarios, destruyendo así el plegamiento terciario de 
las proteínas. La electroforesis electroforesis en gel de poliacrilamida con 
docecilsulfato sódico (SDS-PAGE), en geles del 10% de entrecruzamiento, se llevó a 
cabo en una primera etapa a 12 mA (80 V) durante 20 min, tras la cual se subió la 
corriente a 20 mA (120 V) hasta que el frente de disolvente alcanzó el final de la cubeta. 
Una vez finalizada la separación, y antes de proceder a la tinción del gel, se fijaron las 
proteínas para evitar su posible pérdida por difusión, especialmente en el caso de 
proteínas de bajo peso molecular. Como disolución de fijado se utilizó 7,5% (v/v) de 
ácido acético (Scharlab) y 30% (v/v) de etanol durante 30 min con agitación suave. 
Posteriormente se eliminó dicha disolución, se lavó con agua de calidad MS y se incubó 
con el colorante Coomassie Brilliant Blue (CBB, Thermo Scientific) durante 30 min y 
agitación suave. Pasado este tiempo, se procedió a desteñir el gel con una disolución al 
30% (v/v) de etanol hasta visualización correcta de las bandas (aproximadamente 2 h). 
 
6. a. 4  Digestión en gel 
Una vez realizado el proceso de fijación, tinción y destinción comentados 
anteriormente, se cortó cada carril del gel en 22 bandas con objeto de realizar una 
digestión tríptica de las proteínas en el gel. En este caso, no se seleccionaron 
únicamente las bandas visibles, sino que se cortó todo el carril completo para así 
obtener el mayor número de proteínas identificadas y cuantificadas posible. Previo a 
la digestión, se procedió a la completa eliminación del CBB de las bandas mediante 
lavados sucesivos con 25 mM NH4HCO3 (Sigma Aldrich) y acetonitrilo (ACN, Fisher 
Scientific) al 50% (v/v). Este proceso es necesario para evitar interferencias del CBB 
en la etapa de medida. Seguidamente, cada banda se cortó en pequeños fragmentos de 
aproximadamente 1 mm2 con la ayuda de un bisturí y se deshidrataron completamente 
mediante la adición de ACN y posterior centrifugación a vacío. Esta etapa de aumento 
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de superficie de las bandas y de deshidratación se realizó para facilitar tanto la 
penetración de la enzima proteolítica empleada para digerir las proteínas, como la 
posterior extracción de los péptidos generados. Todas estas etapas se llevaron a cabo 
en una campana de flujo laminar con objeto de evitar contaminación de las muestras 
por queratinas u otras sustancias del ambiente.  
La digestión de las proteínas se llevó a cabo adicionando 40 µL de tripsina (Promega) 
a una concentración de 12,5 ng/µL preparada en 25 mM NH4HCO3. La digestión se llevó 
a cabo durante 16 h a 37 °C y agitación suave. La tripsina es una enzima altamente 
selectiva que fragmenta las proteínas tras los residuos de Lys y Arg. Una vez terminada 
la digestión, se inactivó la tripsina restante congelando la muestra a -80 °C. La última 
etapa del proceso de digestión consistió en la extracción de los péptidos generados, 
utilizando para ello una extracción secuencial con una disolución de ácido fórmico (AF, 
Sigma Aldrich) al 5% (v/v) y otra de ACN al 100% (v/v). El uso de manera alternada 
de estas disoluciones (hidratante y deshidratante) junto con la sonicación y la agitación 
a 700 rpm y 37 °C, permitió expandir y contraer los poros del gel y así facilitar la salida 
de la mayor parte de los péptidos generados. El extracto final de péptidos, obtenido 
combinando los extractos de las diferentes extracciones, se llevó a sequedad mediante 
centrifugación a vacío y las muestras se almacenaron a -80 °C hasta su análisis. 
 
6. a. 5  Análisis por nanocromatografía de líquidos y espectrometría de masas 
En el momento del análisis, las muestras congeladas de los extractos peptídicos se 
resuspendieron en 15 L de una disolución al 2% (v/v) de ACN y 0,1% (v/v) de AF. Las 
muestras se sonicaron durante 10 min en un baño de ultrasonidos para favorecer la 
redisolución de todos los péptidos. Se inyectaron 5 L de cada muestra mediante un 
inyector automático en un sistema de nano-cromatografía líquida equipado con: (i) una 
precolumna de C18 de 300 m de diámetro interno y 10 mm de longitud (Thermo 
Scientific), y (ii) una columna analítica de C18 de 75 m de diámetro interno y 15 cm 
de longitud (Thermo Scientific). La salida de la columna analítica se conectó on-line al 
nanocapilar de acero (emitter) de la fuente de ionización por electrospray (ESI) del 
espectrómetro de masas utilizado. La separación de los péptidos se realizó a un caudal 
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de 200 nL/min con un gradiente cromatográfico que comenzó en un 95% de fase A 
(95% H2O, 5% ACN, 0,1% AF) hasta alcanzar un 80% de fase B (100% ACN, 0,1% AF) 
en 120 min. 
Los péptidos procedentes de la columna cromatográfica se escanearon y fragmentaron 
en una trampa iónica lineal LTQ XL (ThermoFinningan) operando en modo data-
dependent ZoomScan y MS/MS en modo switching para los tres picos precursores más 
intensos detectados en scan survey entre 400 y 1600 uma. La ventana de los ZoomScans 
se fijó en 12 Da, lo que permitió visualizar las diferencias isotópicas de la mayoría de 
péptidos con carga +2 y +3 y 12C/13C. Los péptidos con carga +1 no se consideraron 
válidos. La energía de colisión (CE) normalizada se fijó en un 35% y se aplicó una 
exclusión dinámica durante 3 min para evitar la fragmentación repetitiva de iones. 
 
6. a. 6  Análisis de datos y estudios estadísticos 
Una vez obtenidos los cromatogramas y los espectros de MS y MS/MS (raw files), se 
emplearon diferentes softwares para la identificación y cuantificación de las proteínas. 
En primer lugar, se generaron los archivos .mgf (Mascot generic files) mediante 
BioWorks, que se utilizaron posteriormente en el motor de búsqueda MASCOT (versión 
2.3 Matrix Science) para la identificación de proteínas, empleando la base de datos 
Homo sapiens del NCBInr (National Center for Biotechnology Information) 
conteniendo un total de 35.586 secuencias (31/01/15). Los criterios de búsqueda 
incluyeron la especificidad de la tripsina como enzima de digestión, un missed-
cleavage permitido y, como modificaciones variables, la oxidación de metionina y la 
presencia de 13C6-Arg y 13C6-Lys. Se utilizaron tolerancias de masa de precursores y de 
fragmentos de iones de 1,2 y 0,3 Da, respectivamente. 
Cada proteína se cuantificó empleando el cociente SILAC (RSILAC) que relaciona las áreas 
de los diferentes péptidos pesados de una misma proteína procedentes de la muestra 
marcada con 13C6-Arg y 13C6-Lys, con las áreas de los mismos péptidos ligeros pero 
procedentes de la muestra sin marcar (Ecuación 2). La obtención de las áreas para 
cada péptido y la cuantificación de las proteínas se realizó mediante el software Quixot 
MATERIALES Y MÉTODOS 
46 
(versión 1.3.26). No obstante, todas las áreas integradas se verificaron manualmente 
empleando los ZoomScans. El cálculo del cociente SILAC (RSILAC) para cada proteína se 
realizó con el software Excel 2010 aplicando la Ecuación 2, donde AP representa las 
áreas de los péptidos pesados, AL las áreas de los péptidos ligeros, y n el número de 
péptidos cuantificados para la proteína en cuestión.  
Los procesos biológicos y la localización subcelular de las proteínas identificadas por 
SILAC se asignaron en base al conocimiento biológico disponible en las anotaciones de 
la base de datos Gene Ontology (GO). 
 
𝑅𝑆𝐼𝐿𝐴𝐶 =
𝐴𝑝1
𝐴𝐿1 
+ 
𝐴𝑝2
𝐴𝐿2
 + … + 
𝐴𝑝𝑛
𝐴𝐿𝑛
𝑛
 
Ecuación 2 
 
 Super-SILAC 
A pesar de que la estrategia SILAC comentada anteriormente es la técnica de 
cuantificación relativa de proteínas más exacta y precisa existente hasta la fecha, su 
principal limitación reside en la imposibilidad o en el alto coste que supondría marcar 
organismos enteros con amino ácidos marcados isotópicamente. Con objeto de 
solventar este problema, hace unos años se diseñó la estrategia llamada super-SILAC, 
que sí permite comparar dos tejidos/organismos de forma indirecta, empleando para 
ello una mezcla de proteínas marcadas y relacionadas con el tejido/organismo que se 
quiere estudiar, denominada “mezcla super-SILAC”, que actúa como estándar interno 
y que permite obtener unos Rsuper-SILAC finales que sí relacionan directamente la 
expresión de proteínas entre dos tejidos/organismos objeto de estudio.  
Esta técnica se empleó para identificar proteínas alteradas como consecuencia de la 
exposición de larvas de pez cebra a los QDs, con el fin de identificar y profundizar en 
los mecanismos biomoleculares implicados en la posible toxicidad inducida por estas 
NPs. El esquema del procedimiento experimental seguido para implementar la 
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estrategia super-SILAC se muestra esquematizado en la Figura 7 y se describe a 
continuación. 
 
 
 
 
6. b. 1. Exposición de larvas de pez cebra a QDs 
Se preparó una disolución de medio larvario de composición similar a la del agua dulce 
de río (agua ISO): 294 mg de CaCl2·2H20, 123,3 mg de MgSO4.7H2O, 63 mg de NaHCO3 
y 5,5 mg de KCl se diluyeron en 1 L de agua destilada. La suspensión de QDs con agua 
ISO se preparó a una concentración de 2 mg/L en base a la información sobre el LC50 
para estas QDs, siendo sólo una publicación la que establece un valor máximo de LC50 
de 4,7 mg/L [92], declarado como cadmio total por unidad de volumen de suspensión 
de QDs y otros experimentos de estabilidad llevados a cabo por AZTI-Tecnalia (Derio, 
España). Las larvas de pez cebra de 72 h post fertilización (hpf) se expusieron a los QDs 
durante 72 h distribuidas homogéneamente mediante agitación constante. De todas las 
larvas crecidas en disolución, se recolectaron en grupos de 40 como unidad muestral. 
Figura 7. Esquema de las diferentes etapas del procedimiento seguido en la estrategia super-SILAC, 
empleando como sistema in vivo larvas de pez cebra. 
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6. b. 2. Aislamiento de proteínas de larvas de pez cebra 
40 larvas de pez cebra se lisaron y homogeneizaron con un triturador de tejidos manual 
y 200 µL de tampón de lisis total. A continuación, se sonicaron con 20 pulsos de 2 s, 
esperando 5 s entre pulsos. Después de 15 min de incubación a 4 °C, las proteínas se 
precipitaron con seis volúmenes de acetona (Sigma Aldrich) a 4 °C durante toda la 
noche a -20 °C. El pellet de proteínas se resuspendió en 60 µL de agua de calidad masas 
(Fisher Scientific). Finalmente se cuantificó la cantidad de proteína mediante el método 
Bradford. 
 
6. b. 3. Marcaje metabólico y lisis celular. Obtención de la mezcla super-SILAC 
Las dos líneas celulares seleccionadas para representar al contenido proteico de las 
larvas de pez cebra y conformar la mezcla super-SILAC fueron la ZF4 y la AB.9 (ATCC). 
Se seleccionaron estas líneas celulares ya que su contenido proteico es bastante similar 
al contenido proteico que se encuentra en las larvas de pez cebra. Al igual que en la 
sección 6.a.1, es muy importante que las células crezcan en el medio pesado durante 
un mínimo de 6 doblajes, para asegurar un 100% de eficacia de marcaje. La mezcla de 
las dos líneas celulares se lisó con el tampón de lisis total y se sonicó con 20 pulsos de 
2 s y 5 s entre cada pulso, luego se incubó a 4 °C en agitación rotativa. El sobrenadante 
conteniendo las proteínas se obtuvo después de 10 min de centrifugación a 13.000 rpm 
y 4 °C. El contenido proteico se cuantificó mediante el método Bradford. 
 
6. b. 4. Identificación y cuantificación de proteínas 
Para la identificación y cuantificación de las proteínas diferencialmente expresadas en 
larvas de pez cebra expuestas a QDs frente a las larvas control, se llevaron a cabo dos 
experimentos en paralelo en los que las larvas control o las tratadas, se mezclaron de 
forma independiente y en proporción 1:1 (en proteína total) con la mezcla super-SILAC 
(Figura 7).  
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Posteriormente, ambas muestras resultantes se mezclaron con el Laemmli sample 
buffer y se desnaturalizaron con un 4% (v/v) de β-ME previa separación por SDS-PAGE 
en geles del 10% de entrecruzamiento. Después de la electroforesis, las proteínas se 
visualizaron mediante tinción con CBB y se digirieron en gel con tripsina, tal como se 
describió anteriormente en la sección 6.a.3 y 6.a.4. Además, la separación 
cromatográfica de estos péptidos y su posterior análisis mediante espectrometría de 
masas también se realizó igual que en la sección 6.a.5. 
Los archivos .raw generados se convirtieron a archivos .mgf para utilizarlos con el 
software MASCOT. Se realizó una búsqueda con una base de datos de Danio rerio de 
NCBInr que contenía un total de 42.940 secuencias (01/09/2014). Las áreas de pico de 
los péptidos identificados se obtuvieron utilizando el software Quixot v.1.3.26, al igual 
que en la sección 6.a.6.  
En este caso, para cada uno de los dos experimentos se obtuvo un RSILAC para las 
diferentes proteínas cuantificadas. El RSILAC(control) para las larvas control mezcladas con 
la mezcla super-SILAC (Ecuación 3), y el RSILAC(tratadas) para las proteínas de las larvas 
expuestas a los QDs (Ecuación 4); donde Amezcla representa las áreas de los péptidos 
pesados procedentes de la mezcla super-SILAC, AC las áreas de los mismos péptidos 
pero procedentes de la muestra de larvas control, AT las áreas de los mismos péptidos 
pero procedentes de la muestra de larvas expuestas a QDs, y n el número de péptidos 
cuantificados para la proteína en cuestión. 
Dado que las áreas de los péptidos procedentes de la mezcla super-SILAC (Ac) son 
iguales en ambos RSILAC, se pueden dividir ambos cocientes para obtener el Rsuper-SILAC 
(Ecuación 5) que permite relacionar directamente la expresión de las proteínas entre 
las dos muestras de larvas. 
𝑅𝑆𝐼𝐿𝐴𝐶(𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙) =
𝐴𝑚𝑒𝑧𝑐𝑙𝑎 1
𝐴𝐶1
 + 
𝐴𝑚𝑒𝑧𝑐𝑙𝑎 2
𝐴𝐶2
 + … + 
𝐴𝑚𝑒𝑧𝑐𝑙𝑎 𝑛
𝐴𝐶𝑛
𝑛
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𝑅𝑆𝐼𝐿𝐴𝐶(𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠) =
𝐴𝑚𝑒𝑧𝑐𝑙𝑎 1
𝐴𝑇1
 + 
𝐴𝑚𝑒𝑧𝑐𝑙𝑎 2
𝐴𝑇2
 + … + 
𝐴𝑚𝑒𝑧𝑐𝑙𝑎 𝑛
𝐴𝑇𝑛
𝑛
 
 
 
𝑅𝑠𝑢𝑝𝑒𝑟−𝑆𝐼𝐿𝐴𝐶 =
𝑅𝑆𝐼𝐿𝐴𝐶(𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙)
𝑅𝑆𝐼𝐿𝐴𝐶(𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠)
 
 
 
Los procesos funcionales y la localización subcelular de las proteínas identificadas se 
asignaron en base al conocimiento biológico disponible en las anotaciones de Gene 
Ontology.  
 
7. Metabolómica no dirigida 
Se utilizó la metabolómica no dirigida con el objetivo de identificar metabolitos 
alterados en células expuestas a MeHg, MeHg-Se(IV) y Surfynol. 
El protocolo esquematizado seguido en el proceso, desde la obtención de los 
metabolitos hasta su análisis mediante GC acoplada a un espectrómetro de masas de 
tiempo de vuelo (TOF) y el tratamiento de datos, se recoge simplificado en la Figura 8 
y se describe detalladamente en los siguientes apartados. 
Ecuación 4 
Ecuación 5 
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7. a  Extracción de metabolitos  
Se sembraron 1·106 células en una placa Petri con 10 mL de medio DMEM con 
10% (v/v) de FBS y 1% (v/v) de penicilina/estreptomicina a 37 °C y con un 5% de CO2. 
Tras la exposición al compuesto tóxico correspondiente, las células se lavaron con 1 mL 
de 0,9% (p/v) de NaCl (Sigma Aldrich) y se fijaron (quenched) mediante la adición de 
400 µL de metanol (MeOH) calidad LC-MS (Fisher scientific) a -20 °C y 400 µL de agua 
calidad LC-MS fría (Fisher scientific). Seguidamente, las células se expusieron a los 
diferentes contaminantes en las siguientes condiciones: células Neuro-2a expuestas a 
10 µM de MeHg durante 8 h y la mezcla de 10 µM de MeHg y 10 µM de Se(IV) durante 
16 h; células NTERA2 expuestas a 20 mg/L de Surfynol durante 72 h. Tras la exposición, 
las células se recogieron con un rascador y se transfirieron a un tubo de 1,5 mL. La 
extracción de los metabolitos se realizó a 4 °C mediante una extracción líquido-líquido 
que consistió en añadir sobre las células 400 µL de cloroformo (Sigma Aldrich) a -20 °C 
y sonicar con 20 pulsos de 2 s y 5 s entre pulsos a 4 °C. Tras la centrifugación de las 
muestras a 13.000 rpm y 4 °C, se separaron la fase superior (polar MeOH-H2O) de la 
fase inferior (apolar cloroformo). Finalmente se adicionó a ambas fases 20 mg/L de 
Figura 8. Esquema del procedimiento general de la estrategia de metabolómica no dirigida para la 
determinación de metabolitos mediante GC-TOF. 
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ácido 4-fenilbutírico como patrón interno y se evaporaron todas las muestras bajo 
corriente de nitrógeno a 4 °C.  
 
7. b  Derivatización 
La derivatización química de los metabolitos se llevó a cabo mediante la adición de 
30 µL de hidrocloruro de metoxiamina en piridina (Sigma Aldrich) a una concentración 
de 40 mg/L y agitación (500 rpm) durante 90 min a 37 °C. Seguidamente, se añadieron 
60 µL de una disolución al 1% (v/v) de cloruro de trimetilsililo (TMCS, Sigma Aldrich) 
en N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA, Sigma Aldrich) para completar la 
derivatización, manteniéndose la reacción en agitación (500 rpm) durante 1 h a 60 °C. 
Finalmente, las muestras se filtraron con membranas de politetrafluoroetileno o teflón 
(PTFE) con un tamaño de poro de 0,22 µm y se introdujeron en viales de vidrio 
encapsulados con inserto. 
 
7. c  Análisis mediante GC-TOF  
Se analizaron entre siete y diez réplicas de cada condición mediante GC-MS. Para ello, 
se utilizó un cromatógrafo de gases (7890A Agilent), acoplado a un espectrómetro de 
masas de alta resolución con analizador de tiempo de vuelo (GCT premier micromass, 
Waters). Tras la inyección de 2 µL en modo Split a una temperatura de 270 °C, los 
metabolitos se separaron en una columna ZB-5MS plus (30 m x 0,25 mm, 0,25 µm, 
Phenomenex), utilizando He como gas portador a un flujo de 1 mL/min. El programa 
de temperaturas del horno comenzó a 60 °C durante 3 min y se realizó una rampa de 
temperaturas lineal a 6 °C/min hasta alcanzar los 325 °C, temperatura que se mantuvo 
durante 3 min. Se empleó la técnica de ionización por impacto electrónico y el 
analizador trabajó en modo scan fijando el rango de masas entre 50 y 800 m/z. La 
detección de los iones se realizó con una placa de microcanal (MCP, Waters). Cada 
cuatro muestras, se inyectó un patrón para columnas de GC (Phenomenex) como 
control de calidad del correcto funcionamiento del equipo. 
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7. d  Análisis de datos y estudios estadísticos 
El análisis de los datos obtenidos de los experimentos de metabolómica no dirigida se 
realizó utilizando el software MassLynx (Waters). Para cada muestra, el área de pico 
de cada metabolito se normalizó con el área de patrón interno correspondiente. Los 
metabolitos se identificaron en base a espectros de masas y a la exactitud de la masa 
mediante el uso de la biblioteca de búsqueda 2.0 del Instituto nacional de estándares y 
tecnología (NIST).  
Se utilizó la prueba t de Student de dos colas, con un nivel de confianza del 95%, para 
comparar las áreas de pico de metabolitos de ambas condiciones experimentales (el 
valor de p < 0,05 se consideró estadísticamente significativo). Se denominó RM al 
cociente del área normalizada del metabolito proveniente de células expuestas al 
compuesto potencialmente tóxico, entre del área normalizada del metabolito 
proveniente de células control. Los datos también se exploraron y modelaron por el 
Análisis de Componentes Principales (PCA), utilizando la herramienta informática 
metaboanalyst 3.0. Los datos experimentales se sometieron al estudio de PCA tras ser 
centrados en la media y escalar la varianza a la unidad [152]. Se utilizaron los 
metabolitos estadísticamente diferentes, con valores de p < 0,05, para crear una red 
mediante el software STITCH versión 4 con los siguientes parámetros establecidos: una 
confianza media de la interacción de los metabolitos (0,40) y permitiendo la presencia 
de alguna proteína como nexo entre metabolitos con una fiabilidad superior a 0,99. La 
red creada se trazó usando el software Cytoscape 3.7.0 [153].  
 
8. Metabolómica dirigida 
La metabolómica dirigida se empleó para la cuantificación de metabolitos concretos, 
relevantes para entender los mecanismos de toxicidad asociados a los diferentes 
compuestos, que no habían sido identificados mediante metabolómica no dirigida 
como son: el adenosín trifosfato (ATP), adenosín difosfato (ADP), dinucleótido de 
nicotinamida y adenina reducido (NADH) y el dinucleótido de nicotinamida y adenina 
oxidado (NAD+). 
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El protocolo seguido, que incluye desde el proceso de extracción de los cuatro 
metabolitos hasta su análisis mediante LC-ESI-QQQ y el tratamiento de datos, se recoge 
resumido en la Figura 9. 
 
 
 
 
 Extracción de ATP, ADP, NADH, NAD+  
Las células se sembraron en las mismas condiciones descritas para los experimentos 
de metabolómica no dirigida. Puesto que este ensayo se realizó para complementar 
dichos estudios, las condiciones de exposición para el MeHg, MeHg-Se(IV) y Surfynol 
fueron las mismas que las descritas en el apartado 7. a. Tras el tiempo de exposición a 
los compuestos potencialmente tóxicos, las células se lavaron con 0,9% (p/v) de NaCl. 
El protocolo de extracción se basó en el procedimiento optimizado por Lu et al., 2017 
[154]. En primer lugar, se adicionaron 100 µL de MeOH a -20 °C y tras recoger las 
células con un rascador, se añadieron 400 µL de agua fría conteniendo 0,4% (v/v) de 
AF y se agitaron con vortex durante 1 min. Después de incubar 3 min a 4 °C, se 
utilizaron 45 µL de NH4HCO3 al 15% (p/v) para neutralizar las muestras. La 
Figura 9. Esquema del procedimiento general de la estrategia de metabolómica dirigida para la 
determinación de ATP, ADP, NADH, NAD+ mediante LC-ESI-QQQ. 
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neutralización se llevó a cabo a 4 °C durante 20 min. Antes de analizar las muestras, 
éstas se centrifugaron a 13.000 rpm y 4 °C durante 10 min y se filtraron a través de 
membranas de PTFE con un tamaño de poro de 0,22 µm. Paralelamente al análisis, se 
realizó un ensayo Bradford con el fin de normalizar la concentración de metabolitos en 
relación a la concentración de proteína total de cada muestra. 
 
 Análisis mediante LC-ESI-QQQ-MS 
Con objeto de cuantificar los cuatro metabolitos de interés, se empleó la técnica de 
monitoreo de reacción múltiple (MRM). Se analizaron entre cinco y siete réplicas, de 
cada condición, en un instrumento LCMS-8030 equipado con un analizador de triple 
cuadrupolo (QQQ) y una fuente de iones ESI operando en modo negativo. Se empleó N2 
como gas de nebulización (1,5 L/min) y de secado (15 L/min), mientras que como gas 
de colisión se utilizó Ar (17 kPa). El voltaje del capilar ESI se fijó en 4,5 kV y la 
temperatura de la línea de desolvatación (DL) a 250 °C. Las transiciones MRM para 
cada compuesto se seleccionaron en base al fragmento de mayor peso molecular e 
intensidad. La cuantificación de los analitos se realizó con el área de la transición 
cuantificadora de cada compuesto: ATP 506,00 > 426,00; ADP 426,00 > 158,75; 
NADH 664,10 > 78,95; NAD+ 662,10 > 540,00. 
La separación mediante cromatografía de líquidos se llevó a cabo en una columna 
poroshell 120 Phenyl-Hexyl (2,1 mm x 50 mm, 2,7 µm, Agilent). La fase móvil A 
consistió en una mezcla 97/3 H2O/MeOH con 10 mM tributilamina y 3 mM ácido 
acético, mientras que la fase móvil B fue exclusivamente MeOH. El gradiente binario 
que se utilizó para realizar la separación se recoge en la Tabla 3. El volumen de 
muestra empleado fue de 20 µL y la separación cromatográfica se realizó a un flujo de 
0,3 mL/min.  
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Tabla 3. Gradiente empleado para la separación de ATP, 
ADP, NADH y NAD+ mediante LC. 
Tiempo (min) Fase Móvil A (%) Fase Móvil B (%) 
1 100 0 
2 55 45 
7 50 50 
8 5 95 
9 5 95 
10 100 0 
11 Final 
 
 
 Análisis de datos y estudios estadísticos 
El análisis de los datos de metabolómica dirigida se realizó con el software Lab Solution 
5.72 (Schimazdu). Las diferencias encontradas en el contenido de ATP, ADP, NADH y 
NAD+ en función de las condiciones de exposición, se confirmaron mediante el estudio 
estadístico ANOVA y posterior test de Bonferroni con un nivel de confianza superior al 
95% (los valores de p < 0,05, p < 0,005 y p < 0,001 se consideraron estadísticamente 
significativos). 
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En esta sección se describen los principales resultados y las conclusiones 
obtenidas de los estudios bioanalíticos, de proteómica cuantitativa y metabolómica 
realizados para evaluar la toxicidad de los QDs, el MeHg y el Surfynol. 
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I. 1 Resultados 
El uso extensivo de los QDs de CdSe/ZnS, tanto en dispositivos tecnológicos como en 
aplicaciones biomédicas, es el principal motivo por el cual el estudio de la toxicidad de 
estas NPs se propuso como principal objetivo de este capítulo. A priori, cualquier tipo 
de NPs que contenga elementos metálicos podrían ser tóxicas; en el caso de los QDs de 
CdSe/ZnS, esta preocupación aumenta debido a la presencia de Cd en el núcleo de los 
mismos. El Cd es conocido por su alta toxicidad relacionada con la capacidad de romper 
las hebras de ADN, de inhibir las síntesis de biomoléculas, e incluso de inducir 
disfunciones de orgánulos mediante su conjugación a grupos sulfidrilos de proteínas 
[155]. 
 
 Estudio de viabilidad celular 
En primer lugar, con objeto de evaluar el potencial efecto citotóxico de estos QDs, se 
estudió la viabilidad de las células HepG2, Neuro-2a, Raw, HaCaT, Hek293 y Hos tras 
su exposición a diferentes concentraciones de QDs durante 72 h. Los resultados 
obtenidos para cada condición (n = 5) se recogen en la Figura 10. Se observó el 
decrecimiento de la viabilidad celular a medida que aumentó la concentración de los 
QDs de CdSe/ZnS. Como se puede apreciar en la Figura 10, determinadas líneas 
celulares se vieron más afectadas que otras tras la exposición. Así, mientras que en las 
líneas HepG2, Hek293 y Hos la viabilidad celular no bajó del 70% incluso a la 
concentración de NPs más elevada (100 mg/L), la línea celular Raw experimentó un 
descenso de la viabilidad mucho más acusado, llegando hasta un 36% a la 
concentración más alta. Este decrecimiento tan notable de la viabilidad, puede deberse 
a una mayor internalización de estas NPs en esta línea celular ya que, la función 
biológica de los macrófagos consiste en fagocitar cualquier cuerpo extraño que se 
introduce en el organismo. A pesar de las diferencias observadas en cuanto a los 
valores de viabilidad para las diferentes líneas celulares, los resultados mostraron una 
citotoxicidad significativa y que, por tanto, debe ser estudiada en mayor profundidad. 
Con objeto de evaluar el mecanismo de toxicidad de estos QDs se escogió la línea celular 
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HepG2 ya que, según bibliografía, los QDs tienden a acumularse preferentemente en el 
hígado [77,155].  
 
Figura 10. Viabilidad celular para diferentes líneas celulares expuestas a diferentes 
concentraciones de QDs de CdSe/ZnS durante 72 h. La viabilidad celular se evaluó mediante el 
ensayo MTT (n = 5). 
 
Además, se realizó un estudio de viabilidad celular a diferentes tiempos de exposición 
(24, 48 y 72 h), utilizando la concentración intermedia (50 mg/L) y las células HepG2 
seleccionadas. Este estudio demostró la disminución de la viabilidad celular con el paso 
del tiempo. Siendo la viabilidad del 86 ± 2% transcurridas 24 horas y llegando al 74 ± 
3% a las 72 horas. En base a los resultados obtenidos, se seleccionaron como 
condiciones de exposición óptimas para futuros estudios 50 mg/L y 72 h, al tratarse de 
condiciones a las cuales existe un daño, pero permanecen viables un número suficiente 
de células, permitiendo así evaluar los mecanismos de toxicidad sin que el modelo esté 
altamente comprometido.  
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Por otro lado, y con el objetivo de comparar el efecto de los QDs con el inducido por los 
metales Cd y Se en su forma iónica, se determinó la viabilidad celular de la línea HepG2 
expuesta a 50 mg/L de los QDs de CdSe/ZnS y a concentraciones equimolares de los 
iones que forman parte del núcleo de estas nanopartículas [151]. Este estudio de 
viabilidad reveló (Figura 11) que, a concentraciones equimolares, el Cd2+ libre resulta 
letal para las células y el Se2- disminuye la viabilidad por debajo del 50%. Estos 
resultados ponen de manifiesto que, en el caso de los QDs, y durante el tiempo de 
exposición empleado, el núcleo de la nanopartícula no experimenta procesos de 
oxidación-reducción o, al menos, no mayoritariamente. Este hecho, también 
demostrado en estudios anteriores [156,157], sugiere que los QDs ejercen su toxicidad 
a través de un mecanismo molecular propio y probablemente diferente al mecanismo 
activado tras la exposición a los mismos metales en su forma iónica. 
 
 
 
Figura 11. Viabilidad de células HepG2 expuestas a 50 mg/L de QDs de 
CdSe/ZnS y concentraciones equimolares de los iones que componen su núcleo 
(Cd2+ y Se2-). La viabilidad celular se evaluó mediante el ensayo MTT (n = 5). 
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 Estudio de internalización celular y localización en orgánulos 
Mediante este ensayo se evaluó la cinética de internalización de los QDs en el modelo 
celular anteriormente mencionado. Las imágenes obtenidas mediante microscopía de 
contraste de fases y epifluorescencia, pusieron de manifiesto que 12 h de exposición 
son suficientes para observar una internalización parcial de los QDs (Figura 12) en 
células HepG2. En las imágenes aparecen los QDs como puntos rojos, en verde se 
observan los filamentos de actina que componen el citoesqueleto celular, y en azul se 
marca el núcleo.  
 
 
 
Estas imágenes demuestran que la internalización de los QDs se realiza de manera 
gradual, apreciándose un mayor número de ellas en el interior celular transcurridas 
48-72 h. También se puede concluir que la localización intracelular de los QDs de 
Figura 12. Imágenes de microscopía de fluorescencia de células HepG2 expuestas a 50 mg/L de QDs 
de CdSe/ZnS durante 0, 1, 12, 24, 48 y 72 h. Se muestra la superposición de tres imágenes 
correspondientes a los 3 canales adquiridos a diferentes longitudes de onda de emisión: faloidina 
como marcaje del citoesqueleto (verde), DAPI como marcaje nuclear (azul) y QDs (rojo). 
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CdSe/ZnS se reduce al citoplasma, a pesar de que, por su pequeño tamaño, a priori, 
tendrían capacidad para penetrar la membrana nuclear. No obstante, no se observa su 
presencia en el núcleo en ninguna de las imágenes obtenidas. Estos resultados 
concuerdan con los obtenidos en el ensayo de viabilidad celular, ya que la mayor 
internalización observada con el tiempo, corresponde a un mayor descenso de la 
viabilidad celular a mayores tiempos de exposición. Por otro lado, el hecho de que los 
QDs mantengan intacta su emisión de fluorescencia, pone de manifiesto que son 
estables y que no forman agregados en el interior celular a los tiempos estudiados, ya 
que de lo contrario la emisión de fluorescencia cambiaría o no se produciría.  
Posteriormente, se empleó la microscopía de transmisión electrónica con objeto de 
obtener mayor resolución en cuanto a la localización celular de los QDs, y la 
espectroscopía de energía dispersiva de rayos X para confirmar la existencia de estas 
NPs a partir de los espectros obtenidos. Mediante TEM, se observó la presencia de gran 
parte de QDs en vacuolas localizadas en el citoplasma celular (Figuras 13.A1 y 13.A2), 
que se confirma por la aparición de Cd en el espectro EDS (Figura 13.B1), ya que no 
hay otra fuente de Cd posible, ni biológicamente en la célula, ni en el procesado de las 
muestras, que no sea debida a la propia composición de los QDs. De hecho, como puede 
apreciarse en los controles (Figuras 13.A3 y 13.B2) no se observan ni los QDs ni Cd en 
el espectro de EDS. Asimismo, los QDs también se localizaron en la membrana externa 
de mitocondrias (Figuras 13.C1 y 13.C2) que, además, aparecieron dañadas 
estructuralmente. Al comparar a mayor aumentos la morfología de una mitocondria 
presente en una célula expuesta a los QDs (Figura 13.C2) con una mitocondria 
presente en células control (Figura 13.C3), se observa que en la primera, sólo quedan 
restos de las crestas mitocondriales, esenciales para compartimentalizar la matriz 
mitocondrial y, por tanto, para desempeñar correctamente su función. La presencia de 
los QDs en las mitocondrias se confirmó igualmente mediante EDS (Figuras 13.D1 y 
13.D2). Por otro lado, y a pesar de su pequeño tamaño (6 nm), los QDs no se 
encontraron en el núcleo celular (imagen no mostrada) ni tampoco restos de Cd, lo que 
confirma los resultados obtenidos por microscopía de epifluorescencia (Figura 12). 
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Figura 13. Localización intracelular de los QDs en células HepG2 tras 72 h de 
exposición evaluada mediante TEM y EDS. A, micrografías de vacuolas de células 
expuestas a QDs (A1 y A2) y de células control (A3); B, espectros de EDS realizados 
sobre vacuolas de células expuestas a QDs (B1) y células control (B2); C, 
micrografías de mitocondrias de células expuestas a QDs (C1 y C2) y de células 
control (C3); D, espectros de EDS realizados sobre mitocondrias de células 
expuestas a QDs (D1) y células control (D2).  
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 Perfil del ciclo celular 
Para evaluar el perfil de ciclo celular en células HepG2 expuestas a QDs, se empleó la 
citometría de flujo con marcaje Hoescht, y el software ModFit que, sobre el histograma 
(Figura 14), presupone que en la fase G2/M, el contenido de ADN es el doble que en la 
fase G0/G1. Esto permite obtener el porcentaje de células que se encuentran en cada 
una de las fases del ciclo celular: G0/G1, S y G2/M. Las células que dan menos señal de 
fluorocromo (M1) coinciden generalmente con células apoptóticas que ya tienen rotas 
las cadenas de ADN y, por tanto, incorporan menor cantidad del fluorocromo. Se le 
llama pico hipodiploide (si las células que estamos analizando son diploides). Las 
siguientes son las células que se encuentran en las fases G0/G1 (M2), fase de 
crecimiento de la célula. Las células que aparecen a continuación, se encuentran en fase 
de síntesis S (M3), que es la fase de replicación del material genético, por lo que 
contienen una cantidad de ADN variable entre las fases G0/1 y las fases G2/M. 
Finalmente, las células que proporcionan una mayor señal son las que están en las fases 
G2/M (M4), donde la cantidad de material genético se ha duplicado, ya que es la fase 
de preparación para la división y la entrada en mitosis.  
En la Figura 15 se representan los porcentajes de población celular, presentes en 
cada una de las fases del ciclo celular, para las diferentes condiciones de exposición 
evaluadas. Se observa que ninguna de las concentraciones de QDs llevadas a 
estudio induce un cambio significativo en el perfil del ciclo celular. Se puede 
concluir, por tanto, que los QDs de CdSe/ZnS no inducen arresto de ciclo celular en 
ninguna de sus fases en células HepG2, en el rango de concentración de 
10-100 mg/L tras un periodo de exposición de 72 h. 
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Figura 14. Histogramas, representación bidimensional y tablas de porcentajes de las 
diferentes poblaciones celulares para cada una de las condiciones evaluadas: A, control; 
B, 10 mg/L de QDs; C, 50 mg/L de QDs; D, 100 mg/L de QDs. En todos los casos se 
emplearon células HepG2 y el tiempo de exposición a los QDs fue de 72 h. 
 
 I. ESTUDIOS DE TOXICIDAD DE LOS QDs DE CdSe/ZnS 
71 
 
Figura 15. Porcentaje de población celular en cada una de las fases del ciclo celular para cada 
una de las concentraciones de exposición a QDs evaluadas. Ninguna de las condiciones fue 
significativamente diferente a un nivel de confianza del 95% (p < 0,05) (n = 5). 
 
 Identificación de proteínas diferencialmente expresadas en células HepG2 
expuestas a QDs de CdSe/ZnS  
La identificación de proteínas diferencialmente expresadas tras la exposición de 
células HepG2 a 50 mg/L de QDs durante 72 h, se llevó a cabo mediante la estrategia 
de proteómica cuantitativa SILAC. El experimento se realizó por duplicado y se 
identificaron un total de 1168 proteínas en el ensayo de SILAC directo, y 1165 en el 
inverso. Las identificaciones se llevaron a cabo con un nivel de confianza del 99% 
(p < 0,01). Se estableció como criterio que todas las proteínas consideradas válidas se 
hubieran identificado con al menos dos péptidos únicos, es decir, dos péptidos que no 
se compartieran por ninguna otra proteína. De las proteínas identificadas, 460 pasaron 
los criterios de cuantificación, que se establecieron en un Mascot score superior a 46 
para cada proteína identificada (p < 0,01), y de 39 para los péptidos que las conforman 
(p < 0,05). Además, estas proteínas debían haber sido identificadas en las dos réplicas 
y poseer una desviación estándar relativa asociada al valor de cuantificación RSILAC 
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inferior al 20%. Se consideraron desreguladas, proteínas que mostraron un RSILAC 
superior a 1,30 o inferior a -1,30. Con este criterio, de las 460 proteínas cuantificadas 
se encontraron alteradas un total de 54 proteínas, de las cuales 32 se encontraron 
sobreexpresadas y 22 inhibidas. Como cabía esperar en un experimento de este tipo, la 
mayoría de las proteínas cuantificadas mostraron un RSILAC cercano a 1, lo que indica 
que la mayor parte de proteínas no se ven alteradas tras la exposición a QDs en las 
condiciones evaluadas (Figura 16).  
 
 
 
 
La lista de proteínas diferencialmente expresadas en células HepG2 tras la exposición 
a los QDs de CdSe/ZnS, se recoge en la Tabla 4, donde se incluye el número de 
identificación GI, el RSILAC para cada proteína, el Mascot score y la desviación estándar 
relativa (%RSD). 
 
 
Figura 16. Distribución de los cocientes SILAC (RSILAC) para las proteínas 
identificadas. 
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Tabla 4. Proteínas expresadas diferencialmente en células HepG2 expuestas a 50 mg/L de QDs de CdSe/ZnS 
durante 72 h. 
Número GI Nombre de la proteína RSILAC 
Mascot 
score 
SILAC 
RSD (%) 
4504169 glutathione synthetase -1,72 103 2,73 
188497758 ubiquitin-associated protein 2-like isoform a -1,50 118 11,39 
4506467 radixin isoform 2 -1,48 111 20,29 
15718687 40S ribosomal protein S3 isoform 1 -1,47 131 19,54 
4506623 60S ribosomal protein L27 -1,47 50 12,78 
4507521 transketolase isoform 1 -1,46 65 3,27 
4502643 T-complex protein 1 subunit zeta isoform a -1,45 105 10,69 
22202633 prefoldin subunit 5 isoform alpha -1,44 122 3,23 
4885417 ubiquitin-conjugating enzyme E2 K isoform 1 -1,44 158 3,42 
116812577 putative RNA-binding protein Luc7-like 2 isoform 1 -1,43 98 16,81 
4885377 histone H1.3 -1,42 228 17,01 
4503521 eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E -1,40 98 0,82 
4826659 F-actin-capping protein subunit beta isoform 1 -1,39 130 19,88 
23110944 proteasome subunit alpha type-6 -1,38 220 13,47 
5803137 putative RNA-binding protein 3 -1,38 110 17,69 
7706753 ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L5 isoform 
1 
-1,37 93 3,60 
4506901 serine/arginine-rich splicing factor 3 -1,36 66 9,44 
22538467 proteasome subunit beta type-4 -1,33 216 19,42 
17158044 40S ribosomal protein S6 -1,33 114 19,68 
4501887 actin. cytoplasmic 2 -1,33 341 1,22 
5174735 tubulin beta-4B chain -1,32 1365 14,12 
166235148 osteoclast-stimulating factor 1 -1,30 82 11,40 
4506005 serine/threonine-protein phosphatase PP1-beta catalytic 
subunit isoform 1 
1,30 128 17,94 
4826760 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F 1,30 187 13,64 
4506685 40S ribosomal protein S13 1,31 194 9,88 
4758504 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2 isoform 1 1,31 111 10,73 
20127499 serine/arginine-rich splicing factor 6 1,31 69 16,02 
10800144 histone cluster 1. H2aj 1,31 293 18,33 
38373690 COP9 signalosome complex subunit 4 isoform 1 1,32 101 15,91 
30581141 proteasome activator complex subunit 1 isoform 2 1,32 195 18,06 
190358517 ras-related protein Rab-11B 1,34 344 18,9 
12408675 prefoldin subunit 2 1,35 146 13,57 
33286418 pyruvate kinase isozymes M1/M2 isoform a 1,35 74 19,25 
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Número GI Nombre de la proteína RSILAC 
Mascot 
score 
SILAC 
RSD (%) 
154759259 spectrin alpha chain. non-erythrocytic 1 isoform 2 1,35 160 13,38 
148727341 serine-threonine kinase receptor-associated protein 1,36 59 14,86 
4501867 aconitate hydratase. mitochondrial precursor 1,36 188 17,20 
4758304 protein disulfide-isomerase A4 precursor 1,37 55 12,52 
157502193 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 13 
isoform 1 
1,37 93 9,81 
8923857 ER membrane protein complex subunit 3 1,37 65 0,81 
5032007 transcriptional activator protein Pur-alpha 1,37 96 16,18 
30581135 structural maintenance of chromosomes protein 1A 1,37 123 10,95 
23510381 transportin-1 isoform 2 1,41 121 11,71 
14110414 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D0 isoform c 1,41 229 19,64 
296317337 voltage-dependent anion-selective channel protein 2 
isoform 1 
1,43 105 0,49 
20149560 syntaxin-4 1,44 88 5,01 
6678271 TAR DNA-binding protein 43 1,45 167 15,77 
284795266 signal recognition particle receptor subunit beta 1,46 59 19,36 
4759224 programmed cell death protein5 1,48 170 19,01 
4501891 alpha-actinin-1 isoform b 1,49 295 13,66 
5902076 serine/arginine-rich splicing factor 1 isoform 1 1,50 152 18,88 
112382250 spectrin beta chain. non-erythrocytic 1 isoform 1 1,52 175 2,38 
4507791 NEDD8-conjugating enzyme Ubc12 1,55 70 17,62 
114155144 tropomyosin alpha-3 chain isoform 4 1,62 182 14,04 
16306548 serine--tRNA ligase. cytoplasmic 1,72 214 17,86 
 
Las proteínas diferencialmente expresadas, se agruparon en función de los procesos 
biológicos en los que intervienen empleando la base de datos Gene Ontology 
(Figura 17). Se puede concluir que la exposición a QDs de CdSe/ZnS afecta 
principalmente a proteínas implicadas en el metabolismo de otras proteínas y del ácido 
ribonucleico (ARN), a la reparación del ADN, a los mecanismos de defensa celulares y 
a la estructura y morfología celular. Una discusión más extensa de estos resultados se 
ha llevado a cabo en una sección posterior y de forma conjunta a las alteraciones 
encontradas en el modelo de larvas de pez cebra que se comenta a continuación. 
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 Optimización del método de extracción de proteínas de larvas de pez cebra 
El pez cebra (Danio rerio) se ha convertido en las últimas décadas en un excelente 
modelo para estudios farmacológicos, eco-toxicológicos y de enfermedades tales como 
las neurodegenerativas o el cáncer [158–161]. La gran aplicabilidad de esta especie, 
procedente del sudeste asiático, se debe a los siguientes aspectos [159,160,162,163]: 
 Su pequeño tamaño. Los embriones de este pez tienen un diámetro inferior a 
1 mm, por lo que pueden mantenerse en 100 µL de medio durante días. 
 Su excelente fertilidad y su cría sencilla y económica. Una pareja de esta especie 
produce entre 100 y 300 embriones semanalmente. Además, el desarrollo de 
Figura 17. Principales procesos biológicos en los que están implicados las proteínas alteradas por efecto 
de los QDs en células HepG2. La información se ha obtenido de la base de datos GO. 
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las larvas es muy rápido, en 48 hpf desarrolla la mayoría de los órganos 
principales, incluyendo el intestino y el sistema cardiovascular; y a las 72 hpf 
completa su desarrollo embrionario. 
  Tanto las larvas como los adultos más jóvenes son transparentes, lo que 
permite observar cambios estructurales al microscopio.  
 La administración del compuesto tóxico de interés puede llevarse a cabo de 
forma simple, precisa y homogénea a través del medio acuoso en el que viven, 
ya que las larvas son permeables a pequeñas moléculas o fármacos. 
 El genoma del pez cebra está secuenciado, lo que facilita la realización de 
estudios de genómica o proteómica. 
 La gran similitud génica con los mamíferos. Esto nos permite entender 
procesos específicos de animales vertebrados, a diferencia de cultivos celulares 
u otros modelos in vivo como moscas o gusanos. 
Para llevar a cabo los estudios de proteómica cuantitativa basados en la estrategia 
super-SILAC, empleando larvas del pez cebra con modelo in vivo, y dado que es la 
primera vez que esta estrategia proteómica se lleva a cabo empleando este modelo; fue 
necesario, en primer lugar, la optimización de un método de extracción de proteínas 
que permitiera la obtención del mayor número posible de ellas sin inducir su posible 
degradación. El esquema general del proceso de extracción de proteínas de larvas de 
pez cebra con sus distintas etapas y las diferentes condiciones evaluadas se recoge en 
la Figura 18. En todas las pruebas realizadas se emplearon 20 larvas de pez cebra como 
unidad muestral. 
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Figura 18. Esquema general de las diferentes etapas optimizadas y las condiciones evaluadas y 
seleccionadas como óptimas (en verde claro) para la extracción de proteínas de larvas de pez cebra. 
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La primera etapa en optimizarse fue el mecanismo de disrupción de los tejidos, 
empleando las condiciones utilizadas por Cuello et al., 2012 [164]. Para ello, se probó 
una disrupción mecánica, una disrupción mediante microsonda de ultrasonidos 
empleando 20 pulsos de 2 s, y esperando 5 s entre pulsos para evitar el 
sobrecalentamiento de la muestra, y una combinación de ambas. Como se observa en 
la Figura 19.A, la cantidad de proteínas extraídas empleando la combinación de 
disrupción mecánica y microsonda de ultrasonidos fue muy superior en comparación 
con las proteínas extraídas mediante los dos métodos por separado. Por ello, se 
seleccionó dicha combinación como óptima.  
Posteriormente, se optimizó la composición del buffer de lisis. Se evaluó un buffer de 
lisis total (20 mM tris-HCl pH 7,5, 5 mM MgCl2, 50 mM NaF, 10 mM EDTA , 0,5 M NaCl, 
1% (v/v) Tritón x100 e inhibidores de proteasas) y un buffer de urea (8 M urea, 50 mM 
ditiotreitol, 4% (p/v) CHAPs, 1% (v/v) Tritón x100 e inhibidores de proteasas). En este 
caso, el buffer de lisis total proporcionó una mayor cantidad de proteína total extraída, 
por lo que se seleccionó para los experimentos posteriores (Figura 19.B). 
Por último, se optimizó el método de precipitación de proteínas utilizando en todos los 
casos seis volúmenes de acetona y evaluando el efecto de la temperatura tanto de 
adición como de incubación a 4 o -20 °C. En todos los casos, el tiempo de incubación 
fue de 16 h. Tal y como se observa en la Figura 19.C, se puede concluir que la adición 
de acetona a 4 °C y una posterior incubación a -20 °C, resultaron ser las condiciones 
más adecuadas para maximizar el número de proteínas precipitadas. 
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Figura 19. Imágenes de los geles SDS-PAGE donde se observa de forma cualitativa 
las proteínas extraídas de larvas de pez cebra empleando las diferentes condiciones 
evaluadas en las diferentes etapas: A, mecanismo de disrupción; B, composición del 
buffer de lisis; C, método de precipitación de proteínas. Todos los geles se tiñeron con 
azul de Coomassie.  
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 Identificación de proteínas diferencialmente expresadas en larvas de pez cebra 
expuestas a QDs de CdSe/ZnS 
El experimento super-SILAC se realizó con la finalidad de identificar proteínas 
alteradas en larvas de pez cebra tras ser expuestas a los QDs de CdSe/ZnS, para así, 
identificar los mecanismos moleculares de toxicidad relacionados y, por tanto, los 
procesos biológicos que se ven afectados por la exposición de las larvas a QDs durante 
su desarrollo. Se identificaron un total de 291 proteínas en las muestras de larvas 
expuestas a QDs y 269 en las larvas control, con un nivel de confianza del 99% 
(p < 0,01). Se estableció como criterio que todas las proteínas consideradas válidas se 
hubieran identificado con al menos dos péptidos únicos, es decir, dos péptidos que no 
se compartieran por ninguna otra proteína. De las proteínas identificadas, 45 pasaron 
los criterios de cuantificación fijados: un Mascot score superior a 46 para la proteína 
total (p < 0,01), y superior a 39 para los péptidos (p < 0,05). Además, estas 45 proteínas 
se identificaron en ambas muestras de larvas y en la mezcla super-SILAC formada por 
las líneas celulares marcadas, permitiendo así su cuantificación. En todos los casos, el 
error de cuantificación expresado como la desviación estándar relativa del RSILAC de los 
péptidos empleados para cuantificar una determinada proteína, fue inferior al 20%, 
demostrando una alta precisión en los resultados generados. En este caso, y 
considerando la variabilidad intrínseca a un modelo in vivo, el umbral de RSILAC se fijó 
en 1,50. Proteínas con un RSILAC superior a 1,50 se consideraron sobreexpresadas, y 
proteínas con un RSILAC inferior a -1,50 se consideraron inhibidas. Del total de proteínas 
cuantificadas, 28 se encontraron alteradas tras la exposición a los QDs, 12 de las cuales 
se encontraron sobreexpresadas y 16 inhibidas (Tabla 5). 
 
Tabla 5. Proteínas expresadas diferencialmente en larvas de pez cebra expuestas a 2 mg/L de QDs de 
CdSe/ZnS durante 72h. 
Número GI Nombre de la proteína RSILAC 
Mascot 
score 
SILAC 
RSD (%) 
18859049 myosin light chain -10,00 99 2,73 
528514754 myosin heavy chain, fast skeletal muscle -5,88 6313 11,39 
153792263 matrilin 1 precursor -3,85 364 20,29 
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Número GI Nombre de la proteína RSILAC 
Mascot 
score 
SILAC 
RSD (%) 
239582731 tubulin, beta 2c -2,70 986 19,54 
18858295 Na+/K+ -ATPase alpha 1 subunit -2,56 154 12,78 
41054601 voltage-dependent anion-selective channel protein 2 -2,50 544 3,27 
50512294 myosin, heavy polypeptide 2, fast muscle specific -2,33 8651 10,69 
48762657 alpha-enolase -2,22 520 3,23 
47085775 78 kDa glucose-regulated protein precursor -2,17 456 3,42 
300244539 tubulin, alpha 1, like 2 -2,04 660 16,81 
56118264 actinin alpha 3a -1,92 185 19,84 
41053385 fast skeletal myosin alkali light chain 1 -1,85 504 17,01 
41393119 transitional endoplasmic reticulum ATPase -1,85 297 12,94 
169259784 myosin, heavy polypeptide 1.1, skeletal muscle -1,61 9282 17,68 
66472252 slow myosin heavy chain 1 -1,52 775 19,37 
528520560 slow myosin heavy chain 1 isoform X1 -1,52 1137 13,51 
528484029 histone H2A-like 1,52 179 17,57 
209571512 collagen type IX alpha I precursor 1,61 94 19,45 
45387533 actinin alpha 3b 1,67 128 16,56 
18858427 muscle creatine kinase a 1,8 661 11,45 
48762667 collagen alpha-2(I) chain precursor 1,92 182 16,66 
118150534 serine proteinase inhibitor, clade A, member 1 precursor 2,28 62 13,97 
41054651 isocitrate dehydrogenase [NADP], mitochondrial 2,58 162 17,91 
27545277 elongation factor 1-gamma 2,59 398 19,77 
160333682 heat shock cognate 71 kDa protein 2,63 788 18,59 
193788703 protein disulfide-isomerase precursor 3,73 110 10,09 
18859505 tropomyosin alpha-1 chain 4,73 81 16,40 
55741944 ATPase, Ca++ transporting, fast twitch 1 7,21 301 17,73 
 
Posteriormente, y con ayuda de la base de datos GO, se agruparon las proteínas 
expresadas diferencialmente según los procesos biológicos en los que participan 
(Figura 20). Se observa que son mayoritarias las proteínas que participan en el 
metabolismo de otras proteínas, en mecanismos de defensa, proteínas estructurales y 
proteínas relacionadas con el movimiento y la morfogénesis. Los resultados 
concuerdan con los encontrados en el modelo in vitro, y se discuten con mayor 
profundidad en la sección siguiente de forma conjunta. 
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I. 2  Discusión 
A lo largo de este estudio, se han llevado a cabo diferentes ensayos bioanalíticos y dos 
estrategias de proteómica cuantitativa empleando un modelo in vitro (células HepG2) 
y uno in vivo (larvas de pez cebra) para, no sólo evaluar el potencial efecto tóxico de los 
QDs de CdSe/ZnS, sino también para poder elucidar los mecanismos biomoleculares 
subyacentes y responsables de los efectos tóxicos observados.  
Así, se ha podido comprobar que los QDs de CdSe/ZnS no afectan por igual a todos los 
tipos celulares y que, como cabía esperar, la disminución de viabilidad celular, o lo que 
es lo mismo, el efecto citotóxico observado, es dependiente de la concentración de QDs 
empleada. Además, la disminución de viabilidad con el tiempo de exposición, 
observada en células HepG2, se ha podido relacionar con la capacidad de penetración 
de los QDs en dichas células, cuyo mecanismo de captación celular se elucidó 
previamente Zhang et al., 2009, y cuya cinética de internalización se ha demostrado 
mediante las imágenes obtenidas por microscopía de epifluorescencia. Se ha 
comprobado que los QDs de CdSe/ZnS son capaces de invadir el citoplasma celular en 
tan sólo 24 h, y que permanecen estables en el interior celular incluso tras 72 h de 
Figura 20. Principales procesos biológicos en los que están implicados las proteínas alteradas por 
efecto de los QDs en larvas de pez cebra. La información se ha obtenido de la base de datos GO. 
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exposición. Además, se ha observado que, a pesar de su pequeño tamaño, los QDs no 
son capaces de penetrar la membrana nuclear, lo que puede relacionarse con la 
relativamente baja toxicidad observada, especialmente a bajas concentraciones. Por 
otra parte, el empleo de la técnica de microscopía electrónica en combinación con la 
espectrometría de dispersión de rayos X, ha permitido establecer la localización 
intracelular de los QDs en vacuolas y en mitocondrias, fundamentalmente. Su 
localización en vacuolas se entiende, ya que una de las funciones de estos orgánulos es 
endocitar sustancias externas, y concretamente es uno de los mecanismos de entrada 
de estas NPs [165,166]. Asimismo, la presencia de los QDs de CdSe/ZnS en la 
membrana externa de mitocondrias, en las que se han visualizado crestas 
mitocondriales dañadas, demuestra el efecto tóxico que originan en dicho orgánulo, 
con la consecuente repercusión en el funcionamiento y viabilidad de las células.  
En cuanto al experimento SILAC, realizado empleando las células HepG2 como modelo 
in vitro de exposición a los QDs, ha permitido demostrar la inhibición de proteínas 
estructurales y de otras proteínas relacionadas con el desarrollo de la célula. Entre 
ellas, se encontraron proteínas encargadas de la síntesis de otras proteínas, tales como 
la proteína ribosomal 60S (RSILAC = -1,47). Pero también aparecieron alteradas 
proteínas cuya función es la degradación de otras proteínas, como en el caso la enzima 
E2 conjugadora de ubiquitina (RSILAC = -1,44). Otras proteínas que resultaron inhibidas 
por efecto de los QDs desempeñan funciones relacionadas con el crecimiento y la 
proliferación celular, tal es el caso del factor de unión de serina/arginina 
(RSILAC = -1,36). Además, se encontraron alteradas proteínas estructurales 
involucradas en la síntesis, crecimiento y regulación de proteínas de actina y tubulina. 
Entre ellas aparecieron inhibidas, la proteína F-actina (RSILAC = 1,39), la cadena de 
actina citoplásmica 2 (RSILAC = -1,33) y la tubulina beta-4B (RSILAC = -1,32). Todas ellas 
son proteínas estructurales clave para las células, ya que se encargan de organizar el 
interior celular, brindando soporte mecánico y participando en procesos de 
comunicación celular, transporte, transducción de señales y migración [167]. 
Las disfunciones mitocondriales observadas en nuestro estudio ya habían sido 
detectadas al evaluar la toxicidad de otros QDs como los de CdS, donde se observó la 
importancia de la interacción entre las NPs y las proteínas de membrana, 
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relacionándose dicha interacción con la toxicidad mitocondrial [156,157]. Este mismo 
efecto tóxico se ha puesto de manifiesto en las malformaciones observadas, mediante 
TEM, en mitocondrias celulares expuestas a los QDs de CdSe/ZnS (Figura 13). Con los 
estudios de proteómica cuantitativa se ha confirmado la alteración de varias proteínas 
localizadas en el interior de la mitocondria tras la exposición a los QDs evaluados, 
muchas de ellas asociadas a una inducción de estrés oxidativo. Entre estas proteínas se 
encontró la aconitato hidratasa o aconitasa mitocondrial (RSILAC = 1,36), cuya función 
es transformar el citrato en isocitrato como parte del ciclo de Krebs. La activación de 
esta proteína, en células expuestas a QDs, indica un aumento de la actividad oxidativa 
mitocondrial que contribuye al estrés oxidativo [168,169]. En el mismo sentido resultó 
sobreexpresada la proteína mitocondrial 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa 
(RSILAC = 1,31), que cataliza la oxidación de ácidos grasos, y cuyo exceso se asocia a 
estrés mitocondrial, ya que promueve la síntesis de especies reactivas de oxígeno y la 
activación del ciclo de Krebs [170]. La inducción de estrés oxidativo por los QDs de 
CdSe/ZnS también se vio reforzada por la presencia de otras proteínas, igualmente 
sobreexpresadas, que se relacionan con la producción anormal de ROS. Estas proteínas 
son el complejo activador del proteasoma (RSILAC = 1,32) y la subunidad 13 reguladora 
del proteasoma no-ATPasa (RSILAC = 1,37). El conjunto del proteasoma controla la 
respuesta inflamatoria contra el antígeno y los niveles de oxidantes intracelulares, es 
decir, este complejo proteico se activa por la presencia de ROS, pero también podría 
ser activado por el agotamiento del GSH, una sustancia importante en la respuesta a 
nivel celular frente al estrés oxidativo [171]. Los QDs causaron la inhibición de la 
proteína encargada de la síntesis del GSH, la proteína glutatión sintetasa 
(RSILAC = -1,72); esta inhibición supone un efecto negativo en las células haciéndolas 
más sensibles a ser dañadas por las ROS. Asimismo, otros indicadores de la 
sobreproducción de ROS como consecuencia de la exposición a los QDs es la 
sobreexpresión observada de la serina-treonina kinasa (RSILAC = 1,36). Esta proteína 
tiene como función principal la transducción de la señal desde la superficie celular al 
núcleo, y se ha comprobado que se activa como consecuencia del estrés oxidativo para 
activar diferentes mecanismos de respuesta como la proliferación celular, la migración, 
la apoptosis o la respuesta inflamatoria [172]. 
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Las mitocondrias son los principales orgánulos consumidores de oxígeno celular y, por 
tanto, se ha especulado durante años que son el sitio idóneo de localización y detección 
del mismo en el interior de la célula. Se sabe que muchas de las respuestas celulares a 
la hipoxia, falta de oxígeno, están mediadas por la producción de ROS en el complejo 
mitocondrial III de la cadena respiratoria [173]. Así, la sobreexpresión de algunas 
proteínas tras la exposición a QDs, puede relacionarse con el origen del fenómeno de 
hipoxia. Tal es el caso de la proteína aconitasa anteriormente mencionada [174] o de 
la proteína disulfuro isomerasa (RSILAC = 1,37), miembro de la familia de la tiorredoxina, 
que es conocida como marcador celular de hipoxia [175].  
Por otra parte, algunas de las proteínas que aparecieron sobreexpresadas son 
indicadores de muerte celular por apoptosis, en este caso inducida por exposición a los 
QDs de CdSe/ZnS. Entre estas proteínas se encuentra, por ejemplo, la proteína de 
muerte celular programada 5 (RSILAC = 1,48), la cual no induce apoptosis directamente 
pero su activación se produce tras ser inducida una célula a apoptosis para acelerar el 
proceso [176,177]. Además, la apertura del canal aniónico dependiente del voltaje 
mitocondrial (VDAC), proteína que se encontró también sobreexpresada 
(RSILAC = 1,43), da como resultado la liberación de citocromo c y otros factores 
pro-apoptóticos [178]; al igual que la proteína disulfuro isomerasa (RSILAC = 1,37), que 
además de ser un marcador de hipoxia como se ha indicado anteriormente, se encarga 
de reparar proteínas dañadas en el retículo endoplásmico generalmente en 
condiciones de estrés oxidativo, es un indicador del malfuncionamiento mitocondrial 
y en caso de citotoxidad alta induce la muerte celular por apoptosis [179–181]. Dentro 
de las diferentes vías apoptóticas activadas por la toxicidad de los QDs, cabe mencionar 
la vía en la que está implicada la proteína de unión a ADN TAR de 43 kDa (TDP-43) 
(RSILAC = 1,45). Esta proteína participa en diferentes funciones relacionadas con la 
formación, unión y transporte de ARN. No obstante, su agregación se ha relacionado 
con enfermedades neurodegenerativas, y existen estudios donde se ha observado que 
la acumulación de esta proteína se asocia con la muerte celular bajo condiciones de 
estrés, por ejemplo, tras la exposición a H2O2 [182,183]. En este evento están 
implicadas la morfología y los mecanismos de obtención de energía alterados en las 
mitocondrias como consecuencia de la exposición a los QDs, tal y como se ha 
comentado [184]. En definitiva, los resultados indican que los QDs de CdSe/ZnS 
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originan un estrés celular capaz de activar la ruta molecular que induce toxicidad por 
sobreexpresión de la proteína TDP-43, y por activación de las proteínas kinasas que 
fosforilan ribonucleoproteínas nucleares heterogéneas (hnRNP) (RSILAC = 1,30 y 1,41). 
La interacción de estas proteínas con el exceso de TDP-43 provoca su acumulación en 
gránulos de estrés que originan un agregado de proteína tóxico para las células, el cual, 
en sus últimas consecuencias, induce la muerte celular por apoptosis [185]. 
El daño estructural y energético observado tras la exposición a los QDs de CdSe/ZnS en 
el sistema in vitro empleado, se comprobó en un sistema in vivo utilizando en este caso 
la estrategia super-SILAC. Concretamente, se emplearon larvas de pez cebra como 
modelo, con objeto de evaluar el efecto de los QDs sobre el desarrollo de las mismas. Al 
igual que en el modelo in vitro, se vieron inhibidas proteínas estructurales cruciales 
para el desarrollo de las larvas de pez cebra. Entre ellas se encuentran proteínas como 
la alfa-tubulina 1 (RSILAC = -2,04) y beta-tubulina 2c (RSILAC = -2,70), que forman parte 
de los microtúbulos, el mayor componente del citoesqueleto. Concretamente la 
alfa-tubulina forma parte de los microtúbulos específicos de las neuronas. La inhibición 
de estas proteínas afecta al comportamiento locomotor de las larvas pero, sobre todo, 
al correcto desarrollo del cerebro [186,187]. Otras proteínas inhibidas como la 
alfa-actinina (RSILAC = -1,92) une la membrana de células no musculares con la actina. 
Ésta, junto a la troponina y la familia de las miosinas, que también aparecen 
significativamente inhibidas: cadena pesada de la miosina lenta (RSILAC = -1,52), cadena 
pesada de la miosina 1 y 2 (RSILAC = -1,61, -2,33 y -5,88), cadena ligera de la miosina 
(RSILAC = -1,85 y -10,00); desempeñan funciones clave a nivel celular como son la 
adhesión, la movilidad de vesículas y la motilidad. Pero también a nivel muscular y de 
organismo, ya que tienen un papel muy importante en la morfogénesis y miogénesis 
del pez cebra, así como en la utilización de ATP para generar el movimiento del 
organismo [188–190]. Además, la inhibición de la miosina 1 junto con la de la ATPasa 
de Na+/K+ (RSILAC = -2,56) se ha relacionado con fallos renales, concretamente con 
problemas en la barrera de filtración del plasma sanguíneo en el glomérulo [189]. 
También se encontró alterada la proteína matrilina 1 (RSILAC = -3,85), que forma parte 
del cartílago y otras matrices extracelulares, cuya deficiencia se ha relacionado con 
daños en las articulaciones y enfermedades que frenan el crecimiento [191]. El 
colágeno (RSILAC = 1,61 y 1,92) es otra de las proteínas de la matriz extracelular que se 
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ha visto sobreexpresada por efecto de la exposición a los QDs. La recuperación de esta 
matriz en el pez cebra permite un crecimiento sustancial de los axones y, en 
consecuencia, la recuperación del movimiento, es por ello que la sobreexpresión de 
estas proteínas refleja la activación del mecanismo de regeneración de las partes del 
organismo afectadas por los QDs [192,193]. En conjunto, la alteración de las proteínas 
estructurales mencionadas, justifica el problema en el desarrollo de las larvas 
expuestas a los QDs y en el correcto funcionamiento de sus órganos en formación.  
Algunas proteínas alteradas por efecto de los QDs de CdSe/ZnS también tendrán 
consecuencias negativas en diversas funciones celulares y en los mecanismos de 
defensa de las larvas. Tal es el caso de la proteína de 78 kDa regulada por glucosa 
(RSILAC = -2,17), que es capaz de inhibir el factor tisular que se activa por la presencia 
de un virus, factores de crecimiento, ROS o hipoxia, y con ello los posibles efectos 
protrombóticos celulares [194]. También se vieron afectadas las funciones de la 
ATPasa transicional del retículo endoplasmático (RSILAC = -1,85), la cual participa en 
diversos procesos celulares que se verían afectados, tales como la degradación de 
proteínas dependientes de ubiquitina-proteasoma, la reconstrucción de la envoltura 
nuclear, el control transcripcional, la regulación del ciclo celular y la reparación del 
ADN dañado [195]. Otras funciones que pueden estar afectadas debido a la exposición 
a los QDs son la neurotransmisión, la contracción muscular y la remodelación ósea, 
debido a la sobreexpresión de la ATPasa de Ca2+ (RSILAC = 7,21), proteína que se 
sobreexpresa como consecuencia de una deficiencia de Ca2+, imprescindible para todas 
las actividades fisiológicas anteriormente mencionadas [196,197]. 
Por otro lado, otras proteínas alteradas en las larvas del pez cebra aparecieron 
sobreexpresadas como mecanismo de defensa contra el efecto tóxico de los QDs. Tal es 
el caso de la proteína de choque térmico 71 kDa (RSILAC = 2,63), la cual regula 
mecanismos de defensa contra diferentes tipos de estrés [198] o la creatina kinasa 
(RSILAC = 1,80), que participa en procesos de intercambio de energía y es activada por 
las proteínas de choque térmico en respuesta a agentes externos que puedan afectar el 
correcto funcionamiento del organismo [199,200]. También se encontró alterada la 
proteína serina inhibidora de proteasa (RSILAC = 2,28), la cual se ha visto activada en 
respuesta a infecciones como un efecto inmunosupresor temprano, pudiendo también 
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relacionarse con la respuesta a la internalización de los QDs [201]. La sobreexpresión 
de la proteína disulfuro isomerasa (RSILAC = 3,73) como consecuencia del efecto tóxico 
de los QDs, se relacionó con el origen de la muerte celular por apoptosis como 
consecuencia del estrés oxidativo [179–181] y también con el fenómeno de hipoxia, 
todo ello anteriormente observado en el modelo in vitro [175].  
Por último, también se observó la alteración del ciclo de Krebs, relacionado con 
disfunciones mitocondriales. Esto es debido a la sobreexpresión de la proteína 
isocitrato deshidrogenasa (RSILAC = 2,58), cuya función es transformar el isocitrato en 
2-oxoglutarato. Esta activación del ciclo de Krebs se explica como un mecanismo de 
defensa frente a la hipoxia inducida por los QDs [202]. 
En base a todo lo expuesto, puede afirmarse que los QDs de CdSe/ZnS afectan a la 
estructura y al desarrollo celular y tisular, induciendo estrés oxidativo y activando, por 
tanto, los mecanismos de defensa contra estresores externos. El mecanismo de 
toxicidad asociado a la exposición de QDs que puede deducirse en el sistema in vitro se 
recoge en la Figura 21.A, y se basa principalmente en el daño observado sobre las 
mitocondrias, en las cuales se origina un estado de hipoxia celular [90]. El estado de 
hipoxia induce, a su vez, la generación de ROS de forma descontrolada que afecta a 
diferentes rutas metabólicas, tales como el ciclo de Krebs o la oxidación de los ácidos 
grasos. Además, debido a este estrés y falta de oxígeno, los QDs activan un mecanismo 
de toxicidad que implica la formación de agregados de la proteína TDP-43, lo que, junto 
con la sobreexpresión de otras proteínas, desencadena la activación de mecanismos de 
muerte celular por apoptosis. Por otra parte, la toxicidad de los QDs en el sistema 
in vivo (Figura 21.B) se refleja en la alteración de algunas proteínas mitocondriales en 
las que se confirma el estado de hipoxia, que de forma similar induce a la generación 
de ROS, responsables de la activación de diferentes mecanismos de defensa. 
Especialmente importante resulta la inhibición observada en este modelo de 
numerosas proteínas estructurales, lo que conlleva problemas asociados al desarrollo 
embrionario y al correcto funcionamiento de los órganos, especialmente en lo que se 
refiere a las funciones neuronales, renales y del aparato locomotor. 
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Figura 21. Resumen del mecanismo molecular asociado con la toxicidad de los QDs de CdSe/ZnS. Comparación de los resultados obtenidos en el modelo in vitro (A) vs el 
modelo in vivo (B). 
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II. 1  Resultados  
Debido a la alta toxicidad atribuida al compuesto organometálico MeHg y a su contacto 
constante con el ser humano, se ha dedicado este capítulo a la investigación de su 
mecanismo de toxicidad. Así mismo, se ha investigado sobre el potencial del Se(IV) 
como paliador de los efectos tóxicos del MeHg. Las concentraciones seleccionadas para 
la realización de estos estudios están basadas en los resultados de viabilidad 
previamente realizados en nuestro grupo de investigación. 
 
II. 1. a  Optimización del método de extracción de metabolitos de un cultivo celular 
La optimización de un método de extracción de los metabolitos de un cultivo celular se 
realizó con el objetivo de obtener el mayor número de metabolitos y con la mayor 
reproducibilidad posible, para posteriormente aplicarlo a los estudios de toxicidad. 
Existen numerosas publicaciones que utilizan diferentes métodos, la comparación de 
los métodos más empleados es de gran relevancia para aplicarlo a un sistema in vitro y 
obtener los mejores resultados. 
Las etapas necesarias para la extracción de metabolitos de un cultivo celular se recogen 
en la Figura 22. Para todas las etapas de optimización existen algunos pasos comunes, 
independientemente de la metodología o disolventes empleados para la extracción, 
que se detallan a continuación: Antes de comenzar la extracción, se retiró el medio de 
cultivo y se lavó con 1 mL de NaCl al 0,9% (p/v) a temperatura ambiente. En este 
momento se colocaron las placas de cultivo sobre un baño de hielo para ralentizar el 
metabolismo celular y se comenzó con el protocolo. Tras la extracción se adicionó ácido 
4-fenilbutírico como patrón interno y se llevó a cabo la derivatización como paso 
previo al análisis mediante GC-MS tal como se describe en el apartado de materiales y 
métodos 7. b. 
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En la etapa de quenching, se compararon los efectos producidos sobre la parada del 
metabolismo, por la congelación inmediata de las células, mediante la adición de 5 mL 
de N2 líquido sobre la placa de cultivo o mediante la adición directa de los disolventes 
empleados para la extracción a -20 °C. Como se puede observar en la Tabla 6, existen 
diferencias claramente significativas entre las dos condiciones. El empleo de N2 líquido 
como método de quenching conlleva la pérdida de un gran número de metabolitos con 
respecto al empleo de disolventes a -20 °C. Si bien es cierto que se obtuvieron mayores 
áreas con la primera de las condiciones, la reproducibilidad se ve mejorada 
notablemente con el uso de disolventes fríos (segunda condición) en contraposición a 
Figura 22. Esquema general de las diferentes etapas optimizadas y las condiciones evaluadas y 
seleccionadas como óptimas (en verde claro) para la extracción de metabolitos de un cultivo celular. 
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la congelación del ciclo metabólico con N2 líquido. Es por ello que se seleccionó el 
disolvente a -20 °C como mejor opción para el proceso de quenching. 
En la siguiente etapa se empleó el método de quenching seleccionado y se probaron 
diferentes mezclas de extractantes. En dos de las tres condiciones se añadieron 400 μL 
de MeOH, 400 μL de H2O, se levantaron las células con un rascador y se transfirieron a 
viales Eppendorf; se añadieron a unas muestras 400 μL de CHCl3 y a otras 400 μL de 
CHCl3 y AF de forma que la concentración final de éste fuese del 0,1% (v/v). Para la 
tercera condición los disolventes utilizados fueron 600 μL de ACN, 600 μL de 
isopropanol (IsOH) y 200 μL de H2O. Como se observa en los resultados recogidos en 
la Tabla 6, la extracción con ACN/IsOH/H2O proporciona un mayor número de 
metabolitos extraídos y, además, con una menor desviación. Sin embargo, mediante 
esta mezcla de disolventes el área de los picos cromatográficos es significativamente 
menor, lo cual supone una menor eficiencia en la extracción. Por otro lado, las otras dos 
mezclas de disolventes empleadas son muy semejantes entre sí. La adición de ácido 
fórmico durante la extracción aumenta el área media obtenida, pero disminuye 
significativamente la reproducibilidad. La mezcla MeOH/CHCl3/H2O es la que presenta 
una mejor relación entre el número de metabolitos extraídos y la eficiencia de la 
extracción (área media normalizada), por lo que se seleccionó como condición de 
compromiso para los experimentos posteriores. 
En la última etapa a optimizar, la etapa de disrupción celular, se emplearon el método 
de quenching y la mezcla de disolventes optimizados en las etapas anteriores. Como 
primera condición se empleó agitación vortex breve seguida de agitación en 
Thermomixer a 4 °C y 1400 rpm durante 20 min. Para la segunda condición, se 
sonicaron las muestras aplicando 20 pulsos de US (2 s de sonicado y 5 s de reposo por 
cada pulso) manteniendo las muestras en hielo para evitar la degradación de los 
metabolitos. Las muestras de la tercera condición se transfirieron a viales de 2 mL en 
los que se introdujeron 41 mg de bolitas de vidrio de 425-600 µm y se homogeneizaron 
en el Tissue Lyser durante 5 min con una frecuencia de agitación de 50 Hz. Por último, 
la cuarta condición combinó las condiciones empleadas en la segunda y la tercera 
(sonda de US y Tissue Lyser). Finalmente, entre todos los métodos de extracción, la 
asistida por US proporciona una buena reproducibilidad en comparación con los otros 
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tres métodos de extracción, además del máximo número de metabolitos identificados 
y de las áreas de pico más altas. Por lo tanto, se eligió este método de extracción como 
el más adecuado para futuros experimentos. 
 
Tabla 6. Optimización del método de extracción de metabolitos de un cultivo celular. 
 
 
II. 1. b  Metabolómica no dirigida de células expuestas a MeHg 
En primer lugar, se realizaron los estudios de metabolómica no dirigida en células 
expuestas a MeHg (n = 10). Tras los análisis realizados mediante GC-MS se identificaron 
un total de 47 metabolitos comunes entre controles y muestras tratadas con MeHg, 
presentes en un mínimo de cinco réplicas para ambos experimentos. Se muestra, a 
modo de ejemplo, en la Figura 23 un cromatograma representativo de estos análisis, 
así como el espectro de MS del patrón interno utilizado (ácido 4-fenilbutírico), y la 
búsqueda realizada para su identificación. Para asegurar la fiabilidad de la 
identificación se consideró un valor mínimo NIST Rmatch de 700, consiguiendo la 
correcta identificación de metabolitos de diferente naturaleza: aminoácidos, ácidos 
grasos, azúcares, ácidos orgánicos y pequeñas moléculas.  
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Con los promedios de las áreas normalizadas de estos metabolitos identificados, se 
llevó a cabo el estudio estadístico de la t-Student (p < 0,05) que permitió encontrar 
diferencias significativas entre los niveles de los metabolitos de células control y 
células expuestas a MeHg. De todos estos metabolitos identificados, un total de 23 
aparecieron alterados tras el análisis estadístico. Se puede observar en las Tablas 7 y 
8, ordenados de mayor a menor nivel de alteración, que 19 de los metabolitos alterados 
presentaron niveles superiores, y 4 inferiores en células expuestas a MeHg con 
respecto al control. Además, en las tablas se indica el tiempo de retención 
cromatográfico en minutos y el Rmatch obtenido de la librería NIST que certifica la 
correcta identificación de cada uno de los analitos.  
 
 
 
 
Figura 23. (A) Cromatograma total de los metabolitos obtenidos mediante metabolómica no dirigida de 
las células Neuro-2a. (B) Espectro de MS de impacto electrónico del ácido 4-fenilbutírico utilizado como 
patrón interno y de la búsqueda que confirma su correcta identificación. 
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Tabla 7. Metabolitos cuya concentración se ve aumentada significativamente en células 
Neuro-2a tras su exposición a MeHg (10 µM). 
Nombre del compuesto 
Tiempo de 
retención (min) 
NIST Rmatch 
RM (Área MeHg/  
Área control) 
Ornithine 26,194 886 3,88 
Aspartic acid 20,055 797 3,67 
Glutamine 21,895 815 3,26 
Propanoic acid 10,205 780 2,59 
α-D-Manopiranose 24,685 736 2,43 
Aminomalonic acid 18,975 846 2,36 
Uridine 35,373 846 2,28 
L-Isoleucine 15,218 854 2,01 
2-Butenedioic acid 16,51 781 1,98 
Hentriacontane 31,766 834 1,94 
Phosphoric acid 12,592 766 1,92 
Hexadecanoic acid 29,44 907 1,85 
Nonacosane 31,208 828 1,73 
Urea 14,427 796 1,70 
11-cis-octadecenoic acid 32,045 871 1,60 
Octadecanoic acid 32,458 868 1,60 
D-glucose 26,933 805 1,57 
Malic acid 19,399 840 1,47 
Isocitric acid 25,605 776 1,34 
 
Tabla 8. Metabolitos cuya concentración se ve disminuida significativamente en células 
Neuro-2a tras su exposición a MeHg (10 µM). 
Nombre del compuesto 
Tiempo de 
retención (min) 
NIST Rmatch 
RM (Área MeHg/ 
Área control) 
L-Proline 15,311 853 0,22 
Erithrose 27,213 707 0,41 
2,6,10,14-
tetramethylhexadecane 
24,304 839 0,67 
L-Alanine 10,846 842 0,72 
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La Figura 24 muestra la red de metabolitos alterados (en azul) en la especie Mus 
musculus y sus proteínas asociadas (en rojo). Como se puede observar, todos los 
metabolitos parecen estar conectados especialmente a través del fosfato y la glutamina, 
lo que sugiere que podrían ser los puntos clave en la vía de toxicidad del MeHg. Una 
discusión más detallada de estos resultados y de sus implicaciones en la toxicidad del 
MeHg se realiza al final de este capítulo de forma conjunta a los resultados obtenidos 
en células expuestas a MeHg-Se(IV). 
 
 
 
Figura 24. Red metabólica de conectividad de los metabolitos alterados estadísticamente tras la exposición 
al MeHg (valores de p < 0,05 con un nivel de confianza del 95%). 
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II. 1. c  Metabolómica no dirigida de células expuestas a MeHg-Se(IV) 
Para la obtención de los resultados del estudio de metabolómica no dirigida con células 
expuestas a MeHg-Se(IV) (n = 10) se siguieron los mismos criterios que en el apartado 
anterior II. 1. b. Se identificaron un total de 47 metabolitos comunes entre controles y 
muestras tratadas con MeHg-Se(IV). De igual forma, se realizó el estudio estadístico de 
la t-Student de dos colas (p < 0,05), utilizando las áreas promedio de los metabolitos 
identificados, lo que permitió encontrar aquellos metabolitos cuyos niveles se veían 
afectados. Se encontraron un total de 17 metabolitos alterados que se recogen en las 
Tablas 9 y 10, junto con el tiempo de retención y el Rmatch de cada compuesto. En la 
Tabla 9, aparecen los metabolitos cuya concentración aumenta por efecto de la 
co-exposición a MeHg-Se(IV), ordenados de mayor a menor nivel de alteración. 
Mientras que, en la Tabla 10, se recogen los 5 metabolitos cuya concentración 
disminuye por efecto de esta exposición. 
 
Tabla 9. Metabolitos cuya concentración se ve aumentada significativamente en células 
Neuro-2a tras su exposición a MeHg (10 µM) y Se(IV) (10 µM). 
Nombre del compuesto 
Tiempo de 
retención (min) 
NIST Rmatch 
RM                      
(Área MeHg-Se/ 
Área control) 
D-Galactose 26,701 879 5,24 
D-Fructose 26,432 868 4,98 
Aspartic acid 20,055 797 3,27 
Propanoic acid 10,205 780 3,27 
Glutamine 21,895 895 2,86 
Ornithine 26,194 886 2,81 
L-Proline 15,311 852 2,26 
Aminomalonic acid 18,975 846 1,98 
Urea 14,427 796 1,97 
-D-Manopiranose 24,685 708 1,59 
2-Butenedioic acid 16,510 781 1,51 
Nonacosane 31,208 828 1,37 
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Tabla 10. Metabolitos cuya concentración se ve disminuida significativamente en células 
Neuro-2a tras su exposición a MeHg (10 µM) y Se(IV) (10 µM). 
Nombre del compuesto 
Tiempo de 
retención (min) 
NIST Rmatch 
RM                                
(Área MeHg-Se/ 
Área control) 
Galactitol 27,486 805 0,39 
Tetracosane 27,900 834 0,54 
L-Alanine 10,846 851 0,59 
11-cis-octadecenoic acid 32,045 871 0,67 
Glycerol 36,185 732 0,68 
 
La Figura 25 muestra la red de metabolitos alterados (en azul) en la especie Mus 
musculus y sus proteínas asociadas (en rojo). Como se puede observar, todos los 
metabolitos parecen estar conectados especialmente a través del glicerol, lo que 
sugiere que podrían ser el punto clave en la co-exposición de las células a MeHg y 
Se(IV). Al igual que en el caso anterior, una discusión más detallada de estos resultados 
se realiza de forma conjunta al final del capítulo. 
 
II. 1. d  Análisis quimiométrico de los resultados de metabolómica no dirigida de 
células expuestas a MeHg y MeHg-Se(IV) 
Para detectar patrones y visualizar fácilmente las alteraciones metabólicas entre los 
diferentes grupos experimentales: muestras control, muestras expuestas a MeHg y 
muestras expuestas a MeHg-Se(IV); los datos se sometieron a un análisis de 
componentes principales (PCA). Esta herramienta quimiométrica reduce la 
dimensionalidad de los datos multivariados a dos o tres componentes principales 
(PCs), que pueden ser visualizados gráficamente con mínima pérdida de información. 
Para ello, la matriz de datos se descompuso en matrices de scores (coordenadas de las 
muestras) y loadings (metabolitos), proporcionando información sobre muestras y 
variables, respectivamente. 
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En este estudio exploratorio, dos componentes principales explicaron el 63% de la 
varianza acumulada. El gráfico de dispersión de los scores (Figura 26), obtenido para 
el modelo de PCA utilizando las áreas de pico normalizadas de los metabolitos, 
permitió determinar las diferencias metabólicas entre la población control y la 
población expuesta a MeHg. Como puede observarse, las muestras control (n = 10) se 
agrupan y se colocan en la dirección opuesta a las muestras de células expuestas a 
MeHg, lo que permite discriminar las células expuestas al compuesto organometálico 
de las células control. Por otro lado, se refleja que la población celular expuesta a 
MeHg-Se(IV) comparte similitudes con la población control, pero también con la 
población afectada por el MeHg. Este hecho confirma que, de algún modo, las células se 
ven alteradas por el efecto tóxico del MeHg y que el Se(IV) posee un efecto protector y, 
Figura 25. Red metabólica de conectividad de los metabolitos alterados estadísticamente tras la exposición 
a MeHg y Se(IV) (valores de p < 0,05 con un nivel de confianza del 95%). 
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por ello, esta población celular comparte similitudes con las otras dos poblaciones 
celulares. Además, la agrupación de los scores pertenecientes a la misma población 
indica una reproducibilidad fiable durante la preparación y el análisis de las muestras 
en los tres casos. El hecho de que las poblaciones control y las expuestas a MeHg tengan 
un comportamiento bien diferenciado, demuestra que el análisis de PCA es una buena 
herramienta estadística para diferenciar células control de células expuestas a MeHg. 
 
 
 
 
 
II. 1. e  Optimización del método de metabolómica dirigida para la determinación de 
ATP, ADP, NADH y NAD+ procedente de un cultivo celular  
La determinación simultánea de ATP, ADP, NADH y NAD+ en un cultivo celular resulta 
realmente importante para estudios toxicológicos en los que pueda verse afectado el 
Figura 26. Representación del análisis multivariante de PCA para los 
metabolitos encontrados en células Neuro-2a control y expuestas a MeHg 
y a MeHg-Se(IV) (n = 10). 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
104 
metabolismo energético. El gran número de publicaciones existentes destinadas a la 
extracción y/o identificación de alguno de ellos dificulta la elección de un método 
analítico adecuado. Es por ello que, durante el desarrollo de la presente Tesis Doctoral, 
se decidió optimizar un método que permita extraer y cuantificar los cuatro 
metabolitos de un cultivo celular simultáneamente de forma sencilla, dirigida y 
asegurando que no se produce modificación de las especies durante el proceso 
analítico. Las etapas necesarias para la cuantificación de ATP, ADP, NADH y NAD+ de 
un cultivo celular, las condiciones evaluadas y las condiciones óptimas se recogen en la 
Figura 27.  
El equipo más adecuado y, por tanto, seleccionado para la identificación y 
cuantificación de los metabolitos consistió en un analizador de masas de triple 
cuadrupolo acoplado a un cromatógrafo de líquidos. Es por ello que, en primer lugar, y 
antes de optimizar las diferentes etapas de extracción, se realizó la selección de las 
transiciones MRM empleando patrones puros de cada compuesto (Sigma-Aldrich) 
disueltos en 20% de MeOH, los cuales se analizaron en Q1 en modo full-scan negativo 
con un rango de masas de 100-1000 m/z utilizando 0,309 min como tiempo de escaneo. 
La optimización de la energía de colisión para cada ion precursor (ATP = 506,00; 
ADP = 426,00; NADH = 664,10; NAD+ = 662,10) se llevó a cabo incrementando su valor 
progresivamente desde 10 hasta 50 V en la celda de disociación inducida por colisión 
(CID-Q2). Los fragmentos de los iones se detectaron en Q3 para obtener finalmente las 
transiciones Q1/Q3 de cada analito. Así mismo la energía de colisión (CE) se optimizó 
para cada uno de los fragmentos. En la Figura 28 se muestra el espectro de MS/MS de 
cada uno de los compuestos de interés a las CE que permiten la visualización de los tres 
fragmentos óptimos en cada caso. Para todas estas pruebas se empleó N2 como gas de 
nebulización (1,5 L/min) y de secado (15 L/min), mientras que como gas de colisión se 
utilizó Ar (17 kPa). El voltaje del capilar de la fuente ESI se fijó en 4,5 kV y la 
temperatura de la línea de desolvatación (DL) a 250 °C.  
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Figura 27. Esquema general de las diferentes etapas optimizadas y las condiciones evaluadas y 
seleccionadas como óptimas (en verde claro) para la cuantificación de ATP, ADP, NADH y NAD+ extraídos 
de un cultivo celular. 
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Las transiciones MRM para cada compuesto se seleccionaron en base al fragmento de 
mayor peso molecular y mayor intensidad. De las transiciones que se seleccionaron, la 
de mayor intensidad correspondió con la transición cuantificadora, mientras que la 
otra se utilizó como transición cualificadora para la confirmación de la identidad del 
compuesto a determinar. En la Tabla 11 se muestran las transiciones MRM para cada 
uno de los compuestos de interés. 
 
 
Figura 28. Espectros de MS/MS obtenidos a diferentes energías de colisión para la optimización de cada 
uno de los metabolitos. A, espectro de MS/MS del ATP, CE = 20 V. B, espectro de MS/MS del ADP, CE = 25 V. 
C, espectro de MS/MS del NADH, CE = 40 V. D, espectro de MS/MS del NAD+, CE = 25 V. Las flechas señalan 
los fragmentos seleccionados para cada metabolito. 
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Tabla 11. Transiciones MRM empleadas para la determinación de ATP, ADP, NADH y 
NAD+. 
Compuesto 
Tipo de 
transición 
Ion precursor  
(m/z) [M-H]- 
Ion producto (m/z) 
Energía de  
colisión (V) 
ATP 
cuantificadora 
506,00 
426,00 30 
cualificadora 408,00 21 
ADP 
cuantificadora 
426,00 
158,75 26 
cualificadora 134,15 25 
NADH 
cuantificadora 
664,10 
78,95 54 
cualificadora 346,05 35 
NAD+ 
cuantificadora 
662,10 
540,00 16 
cualificadora 407,90 30 
 
La optimización de la separación cromatográfica de los cuatro compuestos se 
fundamentó en la bibliografía existente [203–205]. No obstante, los ensayos llevados a 
cabo con algunas de las columnas descritas en la literatura, de diferentes tipos y 
polaridades, no dieron lugar a resultados satisfactorios. Las columnas evaluadas 
fueron: Polar C18-Ether (Agilent), Luna NH2 (Phenomenex) y Zorbax RX-Sil (Agilent). 
Con estas columnas se probaron fases móviles con MeOH o ACN y H2O, y usando AF o 
acetato amónico como modificadores. En todos los casos, y a pesar de probar diferentes 
rampas cromatográficas, no se consiguió la retención diferencial y, por tanto, la 
separación de los cuatro analitos.  
Este problema se intentó solucionar con la utilización de un agente par iónico positivo 
que ayudase a retener los compuestos a separar en la fase estacionaria, haciéndolos 
más apolares, ya que todos estos analitos tienen grupos fosfato que les confieren carga 
negativa. En primera instancia se probó con la columna Zorbax RX-Sil (Agilent) y 
trietilamina como agente par iónico, además se utilizó el hexafluoroisopropanol para 
ayudar a la ionización [206]. Con ello se consiguió la retención de los compuestos, 
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aunque no fue suficiente para separar NADH y NAD+ y la resolución de los picos 
tampoco fue satisfactoria.  
Finalmente, se evaluó la separación con una columna Poroshell 120 Phenyl-hexyl 
(Phenomenex) que presenta alta afinidad por compuestos con grupos aromáticos, 
cíclicos o altamente hidrofóbicos. Además de eso también se utilizó un agente de par 
iónico, la tributilamina, y ácido acético como agente modificador de la fase móvil 
acuosa para ayudar a la ionización y a ajustar el pH [203,207]. Ajustando el gradiente 
con MeOH, para minimizar el tiempo del cromatograma, pero manteniendo la 
separación de los cuatro metabolitos, se obtuvo el resultado que se muestra en la 
Figura 29. 
 
 
Figura 29. Cromatograma típico obtenido empleando las condiciones óptimas para la separación 
cromatográfica de ATP, ADP, NADH y NAD+. 
 
Una vez optimizadas las condiciones del método, se procedió a determinar sus 
características analíticas. Se evaluó la reproducibilidad, linealidad y sensibilidad del 
método empleando mezclas de patrones puros con concentraciones entre 50 µg/L y 
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10.000 µg/L de cada analito. Se calcularon los coeficientes de correlación lineal de las 
curvas patrón mediante el análisis de regresión para cada metabolito. Los límites de 
detección (LODs) y cuantificación (LOQs) se estimaron utilizando el área de la 
transición MRM cuantificadora, como tres o diez veces la relación de esta señal entre 
el cociente señal-ruido (S/N) obtenido, respectivamente. La S/N se estableció 
basándonos en la línea base residual obtenida de concentraciones alrededor del LOD. 
Para evaluar la precisión del método propuesto se obtuvo la repetibilidad (Rpt) 
calculando el %RSD de quintuplicados de dos concentraciones diferentes 
(100 y 1000 µg/L) obtenidos en cinco días distintos (N = 25). El efecto memoria (carry 
over) también se expresó como el %RSD de las mismas muestras patrón inyectadas de 
forma consecutiva seis veces.  
Los límites de detección alcanzados para los diferentes metabolitos fueron: 
LODATP = 7,7 µg/L; LODADP = 18,6 µg/L; LODNADH = 5,4 µg/L; LODNAD+ = 6,4 µg/L. En el 
caso de los límites de cuantificación se obtuvieron los siguientes resultados: 
LOQATP = 25,5 µg/L; LOQADP = 62,1 µg/L; LOQNADH = 49,3 µg/L; LOQNAD+ = 20,3 µg/L. La 
linealidad del calibrado cubrió más de dos órdenes de magnitud para todos los analitos. 
La Tabla 12 resume los resultados del efecto memoria (carry over) expresados como 
%RSD. Puesto que este valor resultó inferior al 8,9% para todos los analitos, se 
demuestra la ausencia de efecto memoria. Además, esta misma tabla refleja la buena 
precisión del método, debido a la poca variación en el análisis de la misma 
concentración de patrón, preparada y analizada en el mismo día y en días diferentes. 
En todos ellos el RSD fue inferior al 20%. Como era de esperar este valor de variación 
fue máximo para valores de repetibilidad obtenidos en días diferentes, por ello el 
análisis de las muestras y de todos los patrones que forman el calibrado externo se 
realizaron en el mismo día.  
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Tabla 12. Parámetros analíticos que resumen la precisión y exactitud del método de análisis, así como el 
tiempo de retención y el efecto memoria (carry over) de cada compuesto. Rpt, corresponde con los 
resultados de repetibilidad. 
Analito 
Tiempo 
retención 
(min) 
Concentración 
testada (µg/L) 
Efecto 
memoria, 
RSD (%) 
Rpt en el día 
(n = 5)  
RSD (%) 
Rpt entre 
días (N = 25) 
RSD (%) 
ATP 4,226 
100 8,1 9,0 7,9 
1000 8,9 3,4 11,3 
ADP 4,068 
100 5,6 4,0 11,8 
1000 4,2 2,5 17,3 
NADH 3,952 
100 6,9 3,0 7,5 
1000 3,3 2,8 19,3 
NAD+ 3,144 
100 5,2 3,0 15,0 
1000 5,2 3,0 15,9 
 
En la última etapa de la optimización se evaluaron tres protocolos de extracción de los 
cuatro metabolitos de células, basados en protocolos descritos en la literatura, y que se 
resumen a continuación: 
1. Método con metanol y sonda de US: Se retiró el medio de cultivo, se lavaron las 
células con 0,9% (p/v) NaCl, y se añadieron 350 µL de 60% (v/v) de MeOH en 
agua. Después se levantaron las células con rascador y se sonicaron con sonda 
de US con 20 pulsos de 2 s y 5 s entre pulsos. Tras la adición de 350 µL de agua 
fría y agitación vortex de 1 min, se centrifugaron a 13.000 rpm y 4 °C durante 
5 min. Guardando el sobrenadante, se volvió a extraer el pellet con 350 µL de 
agua fría y tras una nueva centrifugación se juntaron los sobrenadantes y se 
filtró la muestra con filtro de PTFE de 0,22 µm [154]. Este protocolo de 
extracción no resultó útil, ya que el NADH se oxidó por completo a NAD+. 
2. Método con ácido tricloroacético (TCA): Se retiró el medio de cultivo y se 
lavaron las células con 0,9% (p/v) de NaCl. Tras adicionar 150 µL de TCA al 6% 
(p/v) se levantaron las células con un rascador. Después, se agitaron con vortex 
y se mantuvieron a 4 °C durante 20 min. A continuación, se separó el 
sobrenadante mediante centrifugación a 13.000 rpm y 4 °C durante 5 min y se 
 II. ESTUDIOS DE TOXICIDAD DEL MeHg 
111 
neutralizó con KOH 0,5 M. La muestra se filtró, al igual que en el caso anterior, 
con filtro de 0,22 µm, antes de ser analizada [208]. Este protocolo tampoco 
impidió la oxidación del NADH; además, la cantidad de ADP disminuye 
notablemente, razones por la cuales también se descartó. 
3. Método con ácido fórmico: Se retiró el medio de cultivo y se lavaron las células 
con 0,9% (p/v) de NaCl. En primer lugar, se adicionaron 100 µL de MeOH 
a -20 °C y tras recoger las células con un rascador se añadieron 400 µL de agua 
fría que contenía 0,4% (v/v) de AF y se agitaron con vortex durante 1 min. 
Después de incubar 3 min a 4 °C se añadieron 45 µL de NH4HCO3 al 15% (p/v) 
para neutralizar las muestras. Para esta etapa de neutralización se incubaron de 
nuevo las muestras a 4 °C, pero esta vez con una duración de 20 min. Antes de 
analizar las muestras, éstas se centrifugaron a 13.000 rpm durante 10 min y se 
filtraron a través de membranas de PTFE con un tamaño de poro de 0,22 µm 
[154]. En este caso, se consiguieron extraer todos los metabolitos y en casi todos 
ellos con una intensidad superior a los otros métodos evaluados. Por tanto, se 
seleccionó este método para la extracción de los cuatro metabolitos. 
 
II. 1. f  Metabolómica dirigida  
Algunos de los principales metabolitos energéticos que participan en rutas metabólicas 
como la glicólisis, el ciclo de Krebs o la cadena respiratoria, todas ellas alteradas por el 
MeHg, no se identificaron mediante la estrategia de metabolómica no dirigida. Este es 
el caso del ATP, ADP, NADH y NAD+, todos ellos a priori alterados por el efecto tóxico 
del MeHg. Esta identificación no se consiguió debido a que las técnicas de preparación 
y análisis de las muestras no eran específicas ni adecuadas para estos analitos 
concretos. Con el objeto de observar el efecto protector del Se(IV) y relacionarlo con 
los niveles de concentración de estos cuatro metabolitos energéticos, se aplicó el 
método de metabolómica dirigida, previamente optimizado, a células Neuro-2a control 
y expuestas. 
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Los cuatro metabolitos se determinaron y cuantificaron en 5 réplicas de células control 
y células expuestas a MeHg y a MeHg-Se(IV) (Figura 30). La concentración obtenida 
para cada metabolito se normalizó con el contenido proteico presente en cada muestra. 
Este valor se calculó mediante el método Bradford ya que es proporcional al número 
de células presentes en cada réplica. El estudio estadístico ANOVA se realizó con un 
nivel de confianza del 95% (p < 0,05) y el posterior test de Bonferroni que demostraron 
que las diferencias observadas entre células control y células tratadas eran 
significativas. La Figura 30 muestra la disminución de la concentración media de ATP, 
NADH y NAD+ de las células expuestas a MeHg con respecto a las células control. Así 
mismo, se demuestra el efecto protector del Se(IV) recuperando los niveles basales de 
NAD+ y aumentando significativamente los niveles de NADH, incluso respecto al 
control. Sólo el nivel de ATP permaneció alterado, aunque en menor proporción que en 
células expuestas únicamente a MeHg. 
 
 
Figura 30. Niveles de los cuatro metabolitos cuantificados mediante metabolómica dirigida. Los datos 
se evaluaron mediante ANOVA y posterior test de Bonferroni. ***p < 0,001; *p < 0,05; ns, no significativo 
(n = 5). 
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II. 2  Discusión 
Los diferentes experimentos llevados a cabo, han puesto de manifiesto que la toxicidad 
inducida por el MeHg se refleja en la falta de ATP, la generación de ROS, la aparición de 
procesos inflamatorios y en la activación del ciclo de la urea. Este mecanismo, que se 
representa en la Figura 31, se discute detalladamente a continuación: 
Numerosos estudios han puesto de manifiesto que la exposición a Hg2+ y MeHg induce 
la inhibición del complejo ATP sintasa [40,209]. Este hecho incide directamente en la 
viabilidad celular, ya que esta enzima es uno de los pilares fundamentales para la 
síntesis del ATP celular. Además, la proteína encargada de utilizar este ATP para 
obtener energía, denominada ATPasa, también se encontró inhibida en diferentes 
estudios por efecto del MeHg [40,209,210]. Nuestros estudios de metabolómica 
dirigida confirman la disminución significativa de los niveles de ATP en células 
expuestas exclusivamente a MeHg, hecho observado previamente [211], y que 
demuestra el problema con la síntesis del mismo. En cuanto a los niveles de ADP, se 
encontró que disminuyen por efecto de la exposición a MeHg, pero no de forma 
significativa. Por una parte, cabría esperar que a menores niveles de ATP, también 
existieran menores niveles de ADP. No obstante, estudios previos de proteómica han 
demostrado que el MeHg no afecta al mecanismo de síntesis del ADP, ya que no ejerce 
ningún efecto sobre la expresión de la translocasa de nucleótidos de adenina, principal 
enzima relacionada con dicho mecanismo [40], lo que da coherencia a los resultados 
obtenidos a nivel del metabolito.  
La carencia de ATP observada en células expuestas a MeHg induce la activación de 
rutas metabólicas, entre las que se encuentra la activación del ciclo de Krebs, que les 
permitan obtener el sustento energético necesario para preservar las funciones vitales 
[202]. El ácido propanoico (RM = 2,59), que se encontró en concentraciones superiores 
por efecto del MeHg en el experimento de metabolómica no dirigida, puede 
comportarse como sustrato de la glicólisis, en un intento de la célula de activar esta 
ruta probablemente inhibida por el MeHg. Este ácido se convierte en propionil-CoA, y 
participa en el ciclo de Krebs como succinil-CoA, permitiendo así aumentar la 
concentración de oxalacetato, el cual se transforma mayoritariamente en glucosa 
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[212]. Por otro lado, la glutamina (RM = 3,26) es uno de los aminoácidos con mayor 
carácter gluconeogénico y es activada en casos de demanda de energía, especialmente 
en el cerebro. Este metabolito es directamente un precursor de un metabolito 
intermedio del ciclo de Krebs, el α-ketoglutarato [213–215]. Además, la isoleucina 
(RM = 2,01) es un aminoácido que se cataboliza y ofrece una ruta alternativa a la 
glicólisis, permitiendo la obtención de acetil-CoA, el cual también es indispensable en 
el ciclo de Krebs [216]. Los niveles de estos dos aminoácidos, glutamina e isoleucina, 
resultaron aumentados en células Neuro-2a, tras la exposición a MeHg, lo que está de 
acuerdo con la activación de rutas metabólicas alternativas que proporcionen energía 
a células deficientes en ATP. 
Por su parte, la glucosa (RM = 1,57) se presentó en concentraciones superiores tras la 
exposición a MeHg respecto al control. Este hecho se traduce en su acumulación en el 
interior celular probablemente debido a una inhibición de la ruta glicolítica [217], o 
concretamente a la inhibición de enzimas involucradas en el proceso de la glicólisis, 
especialmente aquellas que presentan grupos tiol como la fosfoglicerato mutasa, 
enolasa y piruvato kinasa. Estas proteínas se vieron inhibidas por efecto del MeHg en 
uno de los pocos estudios de proteómica realizados por otro grupo de investigación y 
que está directamente relacionado con la alteración de esta ruta metabólica [218]. Otro 
indicador de que la exposición a MeHg inhibe la glicólisis, fueron los bajos niveles de 
alanina (RM = 0,72) encontrados en células expuestas a MeHg. La alanina juega un papel 
fundamental en la prevención de la inhibición de la proteína piruvato kinasa por la 
acción de algún agente externo y, en consecuencia, de la ruta glicolítica [219].  
Otros metabolitos pertenecientes al ciclo de Krebs como el ácido málico (malato) 
(RM = 1,47), el isocítrico (citrato) (RM = 1,34) y el fumárico o 2-butenedioico (fumarato) 
(RM = 1,98) también aparecieron a mayor concentración en células expuestas a MeHg. 
Como se ha mencionado anteriormente, el aumento de concentración de estos 
metabolitos es coherente con el hecho de que las células activen mecanismos 
alternativos para mantener los niveles de energía en condiciones basales [202]. 
Además, se sabe que niveles elevados de ATP y NADH inhiben esta ruta metabólica 
[220]. Por tanto, dado que los niveles de estos dos metabolitos se encontraron 
negativamente afectados tras la exposición a MeHg, adquiere mayor sentido el hecho 
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de que la activación del ciclo de Krebs sea la principal ruta metabólica alternativa en 
células expuestas a este tóxico para regular su metabolismo energético. 
Por otra parte, la reducción significativa de los niveles de NADH y NAD+ por efecto del 
MeHg se ha reportado en estudios previos [209]. Esto se debe a que el MeHg afecta a la 
cadena de transporte electrónico en sus distintos niveles: I, II y III. La inhibición del 
complejo III supone la disminución de la actividad del complejo I en un 75%, como 
resultado, la conversión de NADH a NAD+ puede verse notablemente afectada. Por otro 
lado, la actividad de la enzima aldehído deshidrogenasa en las células neuronales 
puede verse también inhibida debido a la ausencia de su cofactor NAD+ por acción del 
MeHg. Este hecho supone la acumulación de un metabolito intermedio tóxico conocido 
como 3,4-dihidroxifenilaldehído, que es una especie reactiva asociada con la 
degradación de proteínas y ADN, así como con la inducción de muerte celular [209]. 
Los resultados derivados de nuestro estudio han demostrado que la toxicidad del MeHg 
no sólo afectó al metabolismo energético, sino que ocasionó diferentes tipos de estrés 
como el oxidativo y el inflamatorio. Esto se reflejó en la síntesis enzimática de prolina 
(RM = 0,22), por ejemplo, la cual se encontró en concentraciones inferiores en células 
expuestas a MeHg respecto a células control. La prolina es inhibida por la ornitina 
(RM = 3,88), que presentó concentraciones más elevadas tras la exposición a MeHg. La 
deficiencia de prolina puede afectar a la síntesis proteica pero sobre todo a rutas que 
regulan el estado redox y el metabolismo energético [221]. Además, también se 
detectaron niveles superiores de ácido aminomalónico (RM = 2,36) en células expuestas 
a MeHg. Este hecho se ha asociado con la oxidación mediada por radicales libres de 
residuos de aminoácidos de proteínas, principalmente glicina y cisteína, y se ha 
relacionado con el estrés inflamatorio y/o oxidativo en enfermedades como las 
cardiovasculares [222]. Finalmente, ácidos grasos saturados tales como el ácido 
hexadecanoico (RM = 1,85) y el ácido octadecanoico (RM = 1,60), que aparecieron en 
concentraciones superiores tras la exposición a MeHg, también se han relacionado con 
la inducción de procesos celulares inflamatorios y, en consecuencia, con efectos 
neurológicos adversos [223].  
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Asimismo, nuestros resultados también han mostrado la activación de mecanismos de 
defensa en células expuestas a MeHg a través de dos vías: la antiinflamatoria y la que 
combate el estrés oxidativo. En la respuesta antiinflamatoria adquiere especial 
importancia el metabolito hentriacontano (RM = 1,94), que se comporta como 
regulador de los mediadores de la inflamación mediante la inhibición de los 
lipopolisacáridos [224]. Este metabolito se encontró en niveles superiores en nuestro 
experimento tras la exposición a MeHg, lo que refleja un aumento de la activación de 
los mecanismos antiinflamatorios en células expuestas a MeHg. Por otra parte, en el 
caso del ácido vaccénico, también conocido como ácido 11-cis-octadecenoico 
(RM = 1,60), apareció en niveles superiores en células expuestas a MeHg respecto a 
células control, siendo éste un metabolito que se biotransforma directamente en ácido 
linoleico. El ácido linoleico posee una elevada actividad antioxidante, habiéndosele 
incluso atribuido efecto anticancerígeno y antiaterogénico [225]. 
Aunque se ha mencionado anteriormente que la glutamina (RM = 3,26) se utiliza como 
fuente de energía, cantidades anormalmente elevadas de la misma, como las que se 
observaron tras la exposición a MeHg, pueden ser tóxicas y desencadenar una serie de 
eventos perjudiciales, especialmente en células neuronales. Entre estos eventos 
destacan, principalmente, el daño mitocondrial, la generación de radicales libres y, lo 
que puede resultar crítico para una célula u organismo, la formación de amoniaco 
[215]. La eliminación de amoniaco y amonio a nivel celular se realiza a partir del ciclo 
de la urea. El nitrógeno en exceso, en forma de amoniaco, junto con el exceso de 
aspartato (RM = 3,67), que también se encontró en concentraciones superiores en 
células expuestas a MeHg, son los sustratos que se incorporan en este ciclo para la 
obtención de urea (RM = 1,70) [226]. Este proceso se realiza en el hígado, cerebro, 
músculos y riñón. La sobreexpresión de este ciclo, inducida por el efecto tóxico del 
MeHg, se confirmó debido a que la propia urea apareció en concentraciones 
significativamente superiores al control. Pero también, a que otros metabolitos 
identificados y estudiados como la ornitina (RM = 3,88) [227] y el ácido 2-butenedioico 
o ácido fumárico (fumarato) (RM = 1,98), ambos productos intermedios de este ciclo, 
presentaron niveles superiores [228]. La activación de este ciclo no se ha relacionado 
antes con la toxicidad del MeHg, sin embargo, sí se ha encontrado relación entre altos 
niveles de urea y enfermedades neuronales, lo cual está de acuerdo con el conocido 
 II. ESTUDIOS DE TOXICIDAD DEL MeHg 
117 
efecto neurotóxico del MeHg [228]. Además, este tipo de alteración del ciclo de la urea 
ha sido directamente relacionada con la inducción de la proliferación de células 
tumorales [226], lo que podría contribuir a resolver la controversia existente en 
relación al potencial poder carcinogénico del MeHg [226,229]. 
En cuanto a la co-administración de MeHg y Se (IV), en general y en base a los 
resultados obtenidos en nuestro estudio, puede decirse que la acción del Se(IV) 
conlleva una mejora respecto a la desestabilización energética observada en células 
tratadas únicamente con MeHg. El efecto protector del Se(IV) frente a la toxicidad con 
MeHg ya se vio reflejado en el hecho de que células expuestas a 10 µM de MeHg y 
cantidades equivalentes en µM de Se(IV), sobrevivieron el doble de tiempo que las que 
sólo estuvieron expuestas a MeHg.  
Además, el estudio de metabolómica no dirigida ha reflejado que la glucosa en este caso 
no se acumuló en células tratadas con MeHg y Se(IV), ya que no se encontraron 
concentraciones significativamente más altas, por lo que puede afirmarse que la 
inhibición de las enzimas glicolíticas afectadas por el MeHg, se ve atenuada o 
neutralizada por efecto del Se(IV). Los beneficios del Se(IV) también se observaron en 
el metabolismo energético. Tras los estudios de metabolómica dirigida se aumentó la 
concentración de ATP en la célula, a pesar de que la diferencia con respecto al nivel de 
ATP en las muestras control siguió siendo significativa, lo que pone de manifiesto que 
el efecto negativo del MeHg no es completamente neutralizado por el Se(IV). El efecto 
protector del Se(IV) también se demuestra en el hecho de que las concentraciones de 
NAD+ y NADH se restablecieron y equipararon con el control e, incluso, superaron 
significativamente al control en el caso del NADH. Lo que demuestra que se consiguió 
mejorar el funcionamiento de la cadena de transporte electrónico mitocondrial. Por 
otro lado, al fijarnos en el ciclo de Krebs, algunos metabolitos pertenecientes al mismo, 
como el malato y el isocitrato, que aparecían a niveles más altos en células tratadas 
únicamente con MeHg, también recuperaron sus concentraciones basales al ser 
tratados con Se(IV). 
Otros efectos tóxicos inducidos por el MeHg como los posibles efectos inflamatorios y 
neurológicos anteriormente citados, también se redujeron tras la co-administración de 
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Se(IV), al igual que los niveles de los ácidos grasos. Sin embargo, al no estar acumulada 
la glucosa, la cual se emplea, prácticamente en su totalidad, en la síntesis de ATP, 
resulta necesaria la presencia de otras moléculas que sean fuente de síntesis de ácidos 
grasos saturados e insaturados. En este sentido el glicerol (RM = 0,68) se encontró en 
concentraciones significativamente más bajas en células expuestas a MeHg-Se(IV), lo 
cual puede explicarse ya que este metabolito es un excelente sustrato para la síntesis 
de ácidos grasos, por lo que su reducción en células tratadas con MeHg-Se(IV) podría 
deberse a estar utilizándose en el mecanismos de síntesis de ácidos grasos con el fin de 
mantener los niveles adecuados de los mismos [230].  
Por otro lado, el efecto protector del Se(IV) se puede relacionar con el aumento 
significativo que se observó en la concentración de prolina (RM = 2,26). Se ha visto que 
la concentración de esta especie aumenta en respuesta al estrés oxidativo celular, esto 
es debido a su capacidad para neutralizar radicales libres. Además, la prolina es el 
mejor sustrato para la síntesis de poliaminas que regulan la expresión génica y diversas 
rutas de señalización celular. Esto se traduce en una serie de efectos beneficiosos para 
la salud, como el mantenimiento y reparación del intestino, la inhibición de procesos 
inflamatorios, la mejora de la función mitocondrial, el aumento de la actividad 
antioxidante e incluso el tratamiento de enfermedades neurológicas [231,232]. Esta 
relación cooperativa entre el Se(IV) y las poliaminas ya fue descrita previamente por 
Thompson et al. [233]. 
A pesar de que los resultados comentados anteriormente demuestran el efecto 
protector del Se(IV), que consigue por una parte paliar varios de los mecanismos de 
toxicidad inducidos por la exposición a MeHg y, por otra, reforzar los mecanismos de 
defensa celulares, no todos los mecanismos de toxicidad observados en células 
expuestas a MeHg se desactivaron por efecto del Se(IV) en las condiciones 
experimentales evaluadas. Esto se vio reflejado en los metabolitos relacionados con el 
ciclo de la urea, como la glutamina (RM = 2,86), la ornitina (RM = 2,81) y la propia urea 
(RM = 1,97), cuyos niveles no se restauraron tras la co-administración de Se(IV), si bien 
sí, en el caso de los dos primeros metabolitos, disminuyeron.  
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En base a todos los resultados comentados anteriormente, se puede concluir que la 
exposición a MeHg de células Neuro-2a induce la alteración de determinados 
metabolitos que confirman, por una parte, la inhibición de rutas metabólicas que se 
utilizan para la obtención de energía como la glicólisis o la cadena respiratoria y, por 
otra, la activación de rutas alternativas que permiten a la célula obtener energía, en 
concreto el ciclo de Krebs. Además, también se ha demostrado, por primera vez, la 
alteración del ciclo de la urea, directamente relacionado con la actividad neurotóxica 
del MeHg y con su potencial efecto carcinogénico. 
Asimismo, los resultados han puesto de manifiesto la acción protectora del Se(IV), cuya 
co-administración permite recuperar los niveles basales de la mayor parte de 
metabolitos alterados tras la exposición a MeHg. Cabe destacar la recuperación de 
prácticamente todas las rutas metabólicas relacionadas con la obtención de energía, e 
incluso de los niveles de los propios metabolitos energéticos, así como de algunas que 
originan el efecto tóxico o inflamatorio. Además, se ha demostrado que la 
co-administración de Se(IV) favorece la activación de mecanismos de defensa 
antioxidantes y de detoxificación. 
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Figura 31. Principales rutas metabólicas asociadas con el mecanismo de toxicidad del MeHg deducido mediante técnicas de metabolómica no dirigida 
(azul) y dirigida (verde).  
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 Resultados 
En este capítulo se seleccionó un tensioactivo, el 2,4,7,9-tetrametil-5-decin-4,7-diol 
(TMDD), conocido como Surfynol, y del cual se desconoce su toxicidad a pesar de ser 
ampliamente utilizado en el envasado de alimentos, razón por la cual se puede 
considerar un nuevo potencial contaminante emergente.  
 
III. 1. a  Estudios previos 
Estudios de migración previos empleando envases alimentarios en los que se había 
utilizado Surfynol como adhesivo, realizados en el laboratorio de la Profª Nerín de la 
Universidad de Zaragoza, pusieron de manifiesto que el Surfynol, como un conjunto de 
varias moléculas de TMDD etoxiladas, estaba presente en el simulante alimentario 
empleado en dichos estudios, y que las concentraciones halladas eran muy superiores 
a los límites de seguridad establecidos por el umbral de alarma toxicológico de la 
Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (Figura 32). Además, la migración del 
tensioactivo persistió a pesar de disminuir el tamaño de poro de las capas del 
empaquetado. 
Por otra parte, al emplear bolsas de almacenamiento para esperma, que igualmente 
contenían Surfynol como adhesivo entre las diferentes capas del empaquetado, y tras 
evaluar la motilidad, la integridad del acrosoma, la actividad mitocondrial y la 
capacidad de penetración de los espermatozoides contenidos en las mismas, se 
observó que, aunque la viabilidad de los espermatozoides no se vio realmente afectada, 
la motilidad de dichos espermatozoides disminuyó progresivamente con el aumento 
de la concentración de Surfynol. Del mismo modo se comprobó que la actividad 
mitocondrial, la reactividad del acrosoma y la capacidad de penetración del esperma 
decrecieron significativamente. Todas estas funciones alteradas suponen un efecto 
negativo sobre la calidad de los espermatozoides desde un punto de vista de fertilidad. 
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Figura 32. Análisis mediante UPLC-MS-Q-TOF que demuestra la migración del 
Surfynol a través del envase: A, cromatograma del Surfynol, B, blanco de migración 
con ácido acético al 3% como simulante alimentario. C, cromatograma del mismo 
simulante alimentario, pero con un envase multicapa que contiene Surfynol.  
 
En base a estos dos hechos se decidió llevar a cabo un estudio durante el desarrollo de 
la presente Tesis Doctoral con objeto de profundizar en el conocimiento relacionado 
con la toxicidad del Surfynol y, concretamente, en los mecanismos a nivel molecular 
responsables de dicho efecto tóxico, tanto a nivel de proteínas como de metabolismo.  
 
III. 1. b  Estudio de viabilidad celular 
Se realizó el ensayo MTT para evaluar la citotoxicidad del Surfynol en la línea celular 
NTERA2. Se seleccionó esta línea ya que se trata de células germinales de carcinoma 
embrionario testicular, las cuales al diferenciarse dan lugar a los espermatozoides. Los 
resultados del ensayo (n = 5) se representan en la Figura 33. Se observó un 
decrecimiento del 85 al 5% de viabilidad al aumentar las concentraciones de Surfynol 
desde 1 a 50 mg/L, respectivamente. Esta última concentración originó la muerte de 
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prácticamente todas las células germinales, demostrando así la citotoxicidad 
relacionada con este tensioactivo. A la vista de estos resultados, se seleccionaron como 
condiciones de exposición para futuros estudios 20 mg/L y 72 h, al tratarse de 
condiciones a las cuales existe una disminución de la viabilidad celular de 
aproximadamente el 50%, permaneciendo viables un número suficiente de células que 
permitió así evaluar los mecanismos de toxicidad sin que el modelo estuviese 
altamente comprometido.  
 
 
Figura 33. Representación de la disminución de la viabilidad de las células germinales NTERA2 
con el aumento de la concentración de Surfynol (n = 5). 
 
III. 1. c  Identificación de proteínas diferencialmente expresadas en células NTERA2 
expuestas a Surfynol 
La identificación de proteínas diferencialmente expresadas tras la exposición de 
células NTERA2 a 20 mg/L de Surfynol se llevó a cabo mediante la estrategia de 
proteómica cuantitativa SILAC. El experimento se realizó por duplicado y se 
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identificaron un total de 2207 proteínas comunes a los dos experimentos. Las 
identificaciones se llevaron a cabo con un nivel de confianza del 99% (p < 0,01). Se 
estableció como criterio que todas las proteínas consideradas válidas se hubieran 
identificado con al menos dos péptidos únicos, es decir, dos péptidos que no se 
compartieran por ninguna otra proteína. De las proteínas identificadas, 1147 pasaron 
los criterios de cuantificación que establecen un Mascot score superior a 47 para cada 
proteína identificada (p < 0,01), y superior a 40 para los péptidos que las conforman 
(p < 0,05). Además, estas proteínas debían haber sido identificadas en las dos réplicas 
y poseer una desviación estándar relativa asociada al valor de cuantificación RSILAC 
inferior al 20%. Se consideraron desreguladas, proteínas que mostraron un RSILAC 
superior a 1,50 o inferior a -1,50. Con este criterio, de las 1147 proteínas cuantificadas 
se encontraron alteradas un total de 108 proteínas, de las cuales 74 se encontraron 
inhibidas (Tabla 13) y 34 sobreexpresadas (Tabla 14). En las tablas se incluye el 
número de identificación GI, el RSILAC para cada proteína, el Mascot score y la desviación 
estándar relativa (%RSD). Como cabía esperar en un experimento de este tipo, la 
mayoría de las proteínas cuantificadas mostraron un RSILAC cercano a 1, lo que indica 
que la mayor parte de proteínas no se ven alteradas tras la exposición a Surfynol en las 
condiciones evaluadas.  
 
Tabla 13. Proteínas inhibidas en células NTERA2 expuestas a 20 mg/L de Surfynol durante 72h. 
Número GI Nombre de la proteína RSILAC 
Mascot 
score 
SILAC 
RSD (%) 
4502101 annexin A1 -4,61 951 17,51 
4506761 protein S100-A10 -4,03 139 6,11 
4506749 ribonucleoside-diphosphate reductase large subunit -2,93 105 17,36 
5032057 protein S100-A11 -2,74 256 16,40 
383792150 lamin isoform D -2,73 328 19,87 
4557839 phosphomannomutase 2 -2,72 65 5,27 
5031875 lamin isoform C -2,62 228 18,62 
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Número GI Nombre de la proteína RSILAC 
Mascot 
score 
SILAC 
RSD (%) 
333033787 
nascent polypeptide-associated complex subunit alpha 
isoform a 
-2,61 600 17,36 
48255905 transgelin -2,60 729 18,38 
5174387 prominin-1 isoform 1 precursor -2,47 126 18,80 
4757756 annexin A2 isoform 2 -2,43 935 19,90 
10190670 growth/differentiation factor 3 precursor -2,38 218 8,26 
116805322 filamin-C isoform a -2,37 1111 18,89 
13994151 PDZ and LIM domain protein 1 -2,36 134 16,25 
44680105 caldesmon isoform 1 -2,31 227 19,08 
63252896 tropomyosin alpha-1 chain isoform 3 -2,28 270 17,76 
188497756 ubiquitin-associated protein 2-like isoform b -2,20 202 6,82 
62460637 importin-4 -2,17 188 19,65 
4508047 Zyxin -2,13 67 18,70 
27477070 TATA-binding protein associated factor 172 -2,09 144 2,77 
164698502 septin-9 isoform d -2,09 97 8,83 
11128019 cytochrome c -2,04 122 17,62 
164664518 probable ATP-dependent RNA helicase DDX6 -2,00 58 7,86 
33457348 UPF0556 protein C19orf10 precursor -1,95 103 4,14 
5031571 actin-related protein 2 isoform b -1,95 94 36,31 
260099723 L-lactate dehydrogenase A chain isoform 3 -1,94 309 17,29 
5031857 L-lactate dehydrogenase A chain isoform 1 -1,94 298 18,53 
17017988 
cytochrome c oxidase subunit 5B, mitochondrial 
precursor 
-1,93 91 18,71 
41406084 glutathione peroxidase 1 isoform 1 -1,90 139 17,96 
32483399 serine/threonine-protein kinase PAK 2 -1,89 111 10,81 
21264341 spermine synthase isoform 1 -1,88 191 7,04 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
128 
Número GI Nombre de la proteína RSILAC 
Mascot 
score 
SILAC 
RSD (%) 
27436946 lamin isoform A -1,88 344 17,92 
4507357 transgelin-2 -1,88 1611 18,17 
13129092 transmembrane protein 109 precursor -1,86 154 2,73 
4759188 syntaxin-8 -1,84 122 18,31 
6912734 transportin-3 isoform 1 -1,83 129 13,34 
33350932 cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1 -1,82 191 19,21 
251831110 cytochrome c oxidase subunit II -1,82 318 17,00 
10863903 E3 ubiquitin-protein ligase TRIP12 -1,82 64 19,75 
4504035 GMP synthase [glutamine-hydrolyzing] -1,81 277 2,84 
62414289 vimentin -1,79 4340 19,14 
4758484 glutathione S-transferase omega-1 isoform 1 -1,79 66 11,74 
4757766 rho GTPase-activating protein 1 -1,76 183 10,96 
332164775 pyruvate kinase isozymes M1/M2 isoform c -1,75 126 14,71 
28827795 charged multivesicular body protein 4b -1,74 204 5,51 
55770844 catenin alpha-1 -1,73 251 16,71 
4826649 39S ribosomal protein L49, mitochondrial -1,69 202 10,72 
4758988 ras-related protein Rab-1A isoform 1 -1,69 278 14,58 
6041669 
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex 
subunit 4 isoform 1 
-1,66 145 13,32 
7706367 DNA replication complex GINS protein PSF2 -1,64 75 9,09 
4506929 endophilin-A2 isoform 1 -1,64 165 16,55 
33286418 pyruvate kinase isozymes M1/M2 isoform a -1,64 522 18,15 
4758714 microsomal glutathione S-transferase 3 -1,64 282 18,09 
13654278 
SRA stem-loop-interacting RNA-binding protein, 
mitochondrial isoform 1 
-1,63 149 5,85 
6912638 ras suppressor protein 1 isoform 1 -1,62 89 10,22 
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Número GI Nombre de la proteína RSILAC 
Mascot 
score 
SILAC 
RSD (%) 
4507115 Fascin -1,62 98 4,70 
4507813 UDP-glucose 6-dehydrogenase isoform 1 -1,62 157 1,51 
13569870 ubiquitin-related modifier 1 homolog isoform a -1,60 102 19,56 
188497750 hexokinase-1 isoform HKI-td -1,60 325 13,66 
19923951 protein C10 -1,59 334 16,46 
42542379 serine/arginine repetitive matrix protein 1 -1,59 130 4,95 
5579478 dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 1 -1,57 136 17,24 
190885499 
cytochrome c oxidase subunii, 5A, mitochondrial 
precursor 
-1,57 249 16,93 
4504517 heat shock protein beta-1 -1,57 368 19,53 
5174391 alcohol dehydrogenase [NADP(+)] -1,57 145 3,48 
116256489 septin-9 isoform c -1,56 112 8,67 
22538444 quinone oxidoreductase PIG3 isoform 1 -1,56 83 6,79 
4507751 thymidylate synthase -1,54 160 9,98 
14210536 tubulin beta-6 chain -1,54 1689 10,35 
5454088 
acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family 
member B 
-1,53 337 18,74 
5730023 ruvB-like 2 -1,53 310 4,39 
223029410 talin-1 -1,53 1920 19,03 
71773329 annexin A6 isoform 1 -1,52 468 19,30 
15618997 glutathione peroxidase 7 precursor -1,51 92 9,23 
 
 
Tabla 14. Proteínas sobreexpresadas en células NTERA2 expuestas a 20 mg/L de Surfynol durante 72h. 
Número GI Nombre de la proteína RSILAC 
Mascot 
score 
SILAC 
RSD (%) 
4758328 fatty acid-binding protein, heart 1,51 223 3,10 
8923920 core histone macro-H2A.2 1,52 156 18,79 
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Número GI Nombre de la proteína RSILAC 
Mascot 
score 
SILAC 
RSD (%) 
62530384 
enoyl-CoA delta isomerase 1, mitochondrial isoform 1 
precursor 
1,52 86 8,35 
155722983 heat shock protein 75 kDa, mitochondrial precursor 1,53 416 18,33 
5174529 S-adenosylmethionine synthase isoform type-2 1,53 246 1,08 
83641870 nucleophosmin isoform 3 1,53 99 16,05 
7106299 ataxin-10 isoform 1 1,53 124 0,48 
4758516 hepatoma-derived growth factor isoform a 1,54 726 18,44 
4503453 endothelial differentiation-related factor 1 isoform alpha 1,54 168 9,87 
21536286 creatine kinase B-type 1,54 410 15,17 
21536320 
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U-like protein 1 
isoform d 
1,57 154 18,34 
17402893 phosphoserine aminotransferase isoform 1 1,58 454 14,36 
4503727 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP3 1,58 110 8,29 
4503051 dihydropyrimidinase-related protein 1 isoform 2 1,60 310 15,34 
120433593 acyl-CoA-binding protein isoform 2 1,61 159 8,24 
296531406 ES1 protein homolog, mitochondrial isoform Ia precursor 1,61 61 5,72 
4507801 small ubiquitin-related modifier 1 isoform a precursor 1,61 59 10,74 
56847620 transcription factor BTF3 homolog 4 isoform 1 1,62 96 18,78 
21361278 alpha-globin transcription factor CP2 isoform 1 1,63 168 4,62 
28882049 replication factor C subunit 2 isoform 2 1,68 225 8,77 
4503291 D-dopachrome decarboxylase 1,70 111 19,90 
48928056 heat shock 70 kDa protein 13 precursor 1,78 64 2,37 
31563534 replication factor C subunit 2 isoform 1 1,84 277 5,31 
23111038 sorting nexin-2 1,90 60 15,95 
6005719 probable ergosterol biosynthetic protein 28 2,00 102 13,74 
319655561 
alpha-aminoadipic semialdehyde dehydrogenase isoform 
2 
2,09 309 13,41 
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Número GI Nombre de la proteína RSILAC 
Mascot 
score 
SILAC 
RSD (%) 
7662238 
apoptotic chromatin condensation inducer in the nucleus 
isoform 1 
2,10 56 19,72 
148612885 ADP-ribosylation factor-like protein 2 isoform 1 2,22 67 15,97 
4503379 dihydropyrimidinase-related protein 3 isoform 2 2,23 407 19,12 
4503029 cellular retinoic acid-binding protein 2 2,42 98 14,98 
25470886 DAZ-associated protein 1 isoform b 2,47 141 10,98 
4759098 transformer-2 protein homolog beta isoform 1 3,26 75 14,37 
7657603 heme-binding protein 2 4,00 87 3,14 
4504251 histone H2A type 2-A 4,08 827 1,85 
 
Las proteínas diferencialmente expresadas, se agruparon en función de los procesos 
biológicos en los que intervienen empleando la base de datos Gene Ontology 
(Figura 34).  
 
 
Figura 34. Principales procesos biológicos en los que están implicados las proteínas alteradas por 
efecto del Surfynol en células NTERA2. La información se ha obtenido de la base de datos GO. 
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Se puede concluir que la exposición a Surfynol afecta principalmente a proteínas 
implicadas en el mantenimiento de la estructura y la motilidad, la proliferación y 
diferenciación celular, mecanismos de defensa, el transporte celular y la muerte 
celular. Una discusión más extensa de estos resultados se ha llevado a cabo en una 
sección posterior y de forma conjunta a las alteraciones encontradas a nivel de 
metabolitos.  
 
III. 1. d  Metabolómica no dirigida 
Se realizaron estudios de metabolómica no dirigida para complementar los estudios de 
proteómica realizados. Para ello, se empleó el método de extracción de metabolitos de 
cultivo celular optimizado en el capítulo anterior (sección II.1.a). Tras los análisis 
realizados mediante GC-MS (n = 7), se identificaron un total de 45 metabolitos comunes 
entre controles y muestras tratadas con Surfynol. En la Figura 35 se muestra a modo 
de ejemplo un cromatograma representativo de todos los metabolitos identificados en 
estos análisis.  
 
 
Figura 35. Cromatograma total de los metabolitos obtenidos mediante metabolómica no dirigida de las 
células NTERA2.  
III. ESTUDIOS DE TOXICIDAD DEL SURFYNOL 
133 
Para asegurar la fiabilidad de la identificación se consideró un valor mínimo NIST 
Rmatch de 700, consiguiendo la correcta identificación de metabolitos de diferente 
naturaleza: aminoácidos, ácidos grasos, azúcares, ácidos orgánicos y pequeñas 
moléculas. Además, el patrón interno se identificó inequívocamente y se cuantificó en 
todas las muestras, empleándose para normalizar el área del resto de metabolitos y 
corregir fluctuaciones debidas a la etapa de derivatización de las muestras o a la 
inyección y análisis de las mismas. 
Con los promedios de las áreas normalizadas de estos metabolitos correctamente 
identificados en al menos la mitad de las réplicas, se llevó a cabo el estudio estadístico 
de la t-Student (p < 0,05) que permitió encontrar diferencias significativas entre los 
niveles de los metabolitos de células control y células expuestas a Surfynol. De todos 
estos metabolitos identificados, un total de 10 aparecieron alterados tras el análisis 
estadístico. Se puede observar en las Tablas 15 y 16 que 5 de los metabolitos alterados 
presentaron niveles superiores, y 5 inferiores en células expuestas a Surfynol con 
respecto al control. Además, en las tablas se indica el tiempo de retención 
cromatográfico en minutos y el Rmatch obtenido de la librería NIST que certifica la 
correcta identificación de cada uno de los analitos.  
 
Tabla 15. Metabolitos cuya concentración se ve aumentada significativamente en células 
NTERA2 por efecto del Surfynol (20 mg/L). 
Nombre del compuesto 
Tiempo de 
retención (min) 
NIST Rmatch 
RM (Área 
Surfynol/         
Área control) 
Glutamine 22,127 884 2,69 
L-Threonine 17,285 898 2,44 
Propanoic acid 10,241 918 2,33 
Octadecanoic acid 35,088 894 1,79 
Carbamic acid 16,773 726 1,56 
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Tabla 16. Metabolitos cuya concentración se ve disminuida significativamente en células 
NTERA2 por efecto del Surfynol (20 mg/L). 
Nombre del compuesto 
Tiempo de 
retención (min) 
NIST Rmatch 
RM (Área 
Surfynol/         
Área control) 
L-Valine 10,577 917 0,08 
Oxalic acid 10,324 743 0,28 
Phosphoric acid 12,732 834 0,76 
Phenylalanine 20,685 846 0,76 
Myoinositol 30,789 866 0,78 
 
La Figura 36 muestra la red de metabolitos alterados (en azul) en la especie Homo 
sapiens y sus proteínas asociadas (en rojo). Como se puede observar, todos los 
metabolitos parecen estar conectados especialmente a través del fosfato y la glutamina, 
lo que sugiere que podrían ser los puntos clave en la vía de la toxicidad del Surfynol. 
 
Figura 36. Red metabólica de conectividad de los metabolitos alterados tras la 
exposición a Surfynol (valores de p < 0,05 con un nivel de confianza del 95%). 
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Los datos obtenidos se sometieron a PCA para detectar patrones y visualizar fácilmente 
las alteraciones metabólicas entre ambos grupos experimentales, controles y muestras 
expuestas a Surfynol. Esta herramienta quimiométrica reduce la dimensionalidad de 
los datos multivariados a dos o tres PCs, que pueden ser visualizados gráficamente con 
mínima pérdida de información. Para ello, la matriz de datos se descompuso en 
matrices de scores (coordenadas de las muestras) y loadings (metabolitos), 
proporcionando información sobre muestras y variables, respectivamente. 
En este estudio exploratorio dos componentes principales explicaron el 65,5% de la 
varianza acumulada. El gráfico de dispersión de las puntuaciones (Figura 37), 
obtenido para el modelo de PCA, utilizando para ello las áreas de pico normalizadas de 
todos metabolitos identificados, permitió determinar las diferencias metabólicas entre 
la población control y la población expuesta a Surfynol.  
 
 
 
 
Figura 37. Representación del análisis multivariante de PCA para los 
metabolitos encontrados en células NTERA2 control y expuestas a 20 mg/L 
de Surfynol (n = 7). 
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Como puede observarse, las muestras control (n = 7) se agrupan y se colocan en la 
dirección opuesta a las muestras de células tratadas con Surfynol. Además, la 
agrupación de los scores pertenecientes a la misma población indicó una 
reproducibilidad fiable durante la preparación y el análisis de la muestra. Por lo tanto, 
el análisis de PCA ha demostrado ser muy efectivo para distinguir las células sanas de 
las células expuestas al Surfynol. 
 
III. 1. e  Metabolómica dirigida 
A la vista de los resultados de identificación de proteínas realizados, se pretendió 
abordar la identificación y cuantificación de algunos metabolitos energéticos tales 
como el ATP, ADP, NADH y NAD+, que participan en la glicólisis, el ciclo de Krebs o la 
cadena respiratoria, utilizando el método de metabolómica dirigida optimizado en el 
capítulo anterior (sección II.1.e). Los cuatro metabolitos se determinaron en siete 
réplicas de células NTERA2 control y células expuestas a Surfynol (Figura 38).  
 
 
Figura 38. Niveles de los cuatro metabolitos cuantificados mediante metabolómica dirigida. Los datos se 
evaluaron mediante ANOVA y posterior test de Bonferroni. ***p < 0,001; ns, no significativo (n = 7). 
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La concentración de los metabolitos se normalizó con la concentración de proteína 
total cuantificada mediante el ensayo Bradford. El estudio estadístico ANOVA se realizó 
con un nivel de confianza del 95% (p < 0,05) y junto con el test de Bonferroni 
demostraron la presencia de diferencias significativas entre las medias de las 
concentraciones de ATP, ADP y NAD+ en células expuestas al tensioactivo. Los niveles 
de estos tres metabolitos disminuyeron en células expuestas a Surfynol, mientras que 
la concentración de NADH permaneció inalterada. 
 
III. 1. f  Estudio de viabilidad en células somáticas 
 Con el objetivo de evaluar la toxicidad del Surfynol en células no-germinales se 
realizó el ensayo de viabilidad celular utilizando las líneas celulares somáticas HepG2 
y HeLa (Figura 39).  
 
 
Figura 39. Representación de la disminución de la viabilidad de dos líneas celulares somáticas a medida 
que aumenta la concentración de Surfynol (n = 5). 
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Este estudio reveló el decrecimiento de la viabilidad celular a medida que aumentaba 
la concentración de Surfynol, siendo 50 mg/L y 72 h el nivel de exposición que originó 
la mayor pérdida de población para ambas líneas celulares. Además, este efecto tóxico 
se asemejó a los resultados obtenidos para las células germinales NTERA2, que 
presentaron un perfil de viabilidad celular frente a concentración de Surfynol muy 
similar.  
 
III. 1. g  Estudio de apoptosis celular 
Estas mismas células somáticas se han utilizado para ensayos en los que se evaluó la 
apoptosis inducida por el tensioactivo. Los resultados de citometría de flujo mostraron 
una disminución en el número de células sanas para aquellas células expuestas a 
20 mg/L de Surfynol durante 72 h (Figura 40). El estudio estadístico de la t de Student 
de dos colas (p < 0,05) reveló diferencias significativas entre el número de células 
apoptóticas y sanas entre triplicados de poblaciones control y poblaciones expuestas a 
Surfynol, pero no se vio afectado el número de células necróticas. Estos resultados 
demostraron que el Surfynol favorece la muerte celular por apoptosis en células 
somáticas a las condiciones testadas.  
 
Figura 40. Porcentaje de población celular sanas, apoptóticas y necróticas tras su exposición a 20 mg/L de 
Surfynol. A, células HeLa; B, células HepG2. Los datos se evaluaron mediante el test de la t de Student a un 
nivel de confianza del 95%, *p < 0,05; ns, no significativo (n = 3). 
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 Discusión 
Los estudios llevados a cabo han demostrado la toxicidad del Surfynol mediante el 
efecto del mismo sobre la viabilidad de células de carcinoma embrionario testicular 
NTERA2, que diferencian en espermatozoides. Por otro lado, estudiando en 
profundidad los resultados de las estrategias ómicas implementadas se ha podido 
deducir el mecanismo de toxicidad inducido por este tensioactivo que se ha 
esquematizado de forma simplificada en la Figura 41.  
Entre todas las proteínas alteradas encontradas en el experimento de proteómica 
cuantitativa, varias de las que desempeñan funciones estructurales se encontraron 
inhibidas. Estas proteínas son componentes mayoritarios del citoesqueleto, las cuales 
proporcionan soporte estructural y motilidad a la célula, además de participar en 
procesos de señalización o en la mitosis celular [234]. Entre estas proteínas se 
encontró una inhibición significativa de la tubulina (RSILAC = -1,54). Esta proteína 
constituye el 70% del axonema, orgánulo activo del flagelo del espermatozoide, por lo 
que su inhibición afectará negativamente al desarrollo del mismo [235]. Otras 
proteínas estructurales que aparecieron inhibidas fueron la actina (RSILAC = -1,95) y 
varias proteínas que interaccionan con ella de alguna forma o que hacen de nexo como 
la filamina C (RSILAC = -2,37), la transgelina (RSILAC = -2,60) y la transgelina 2 
(RSILAC = -1,88); una proteína de unión llamada caldesmon (RSILAC = -2,31); la proteína 
zyxin (RSILAC = -2,13), que media la adhesión de la actina; y la fascina (RSILAC = -1,62), 
involucrada en la organización de los filamentos de actina. La actina es una proteína 
clave presente en la cabeza, el cuello y la cola del espermatozoide, por todo ello tiene 
un papel crucial durante la espermatogénesis, en los procesos de diferenciación 
gradual, y en la función de fertilización del espermatozoide [236,237]. La inhibición de 
todas estas proteínas inducida por el Surfynol está relacionada con disfunciones en el 
citoesqueleto de actina, afectando por tanto a la capacidad de fertilización de las células 
expuestas. Así mismo, la sobreexpresión de la proteína asociada DAZ 1 (RSILAC = 2,47) 
y de un factor de crecimiento derivado del hepatoma (RSILAC = 1,54) se ha relacionado 
previamente con el desarrollo anormal de las células germinales, lo que se correlaciona 
con los resultados encontrados en este estudio [238,239]. El Surfynol también induce 
la inhibición de otras proteínas relacionadas con el citoesqueleto del espermatozoide 
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como la tropomiosina (RSILAC = -2,28), que es el motor de proteínas dependientes de 
actina implicadas en el movimiento del cargo; la catenina (RSILAC = 1,73), que se asocia 
a la cadherina para producir complejos de unión a los filamentos de actina; la talina 
(RSILAC = -1,53), que es una proteína involucrada en la organización del citoesqueleto; y 
la vimentina (RSILAC = -1,79), localizada en la cabeza del espermatozoide y que cumple 
un papel fundamental en la fusión del espermatozoide con la superficie del óvulo 
durante la fertilización. La inhibición de esta serie de proteínas confirma la potencial 
reprotoxicidad asociada a la exposición a Surfynol [234,236].  
Otro grupo de proteínas que se vieron inhibidas debido a la exposición a Surfynol y 
pueden afectar a la capacidad de fertilización del espermatozoide son la anexina A1 
(RSILAC = -4,61), que forma herodímeros con S100-A11 (RSILAC = -2,74), la anexina A2 
(RSILAC = -2,43), que forma heterodímeros con S100-A10 (RSILAC = -4,03), y la anexina 
A6 (RSILAC = -1,52) [240,241]. Estas proteínas están relacionadas con la unión y 
liberación de iones Ca2+, los cuales regulan la fertilización de los mamíferos al requerir 
el espermatozoide Ca2+ extracelular para dos procesos que preceden a la fertilización: 
la hiperactivación de la motilidad y la reacción del acrosoma [242]. 
Esta perturbación de la estructura y función del espermatozoide también se reflejó en 
los niveles de los metabolitos. La proporción de ácido esteárico (RM = 1,79), también 
llamado octadecanoico, y de ácido oleico es crucial para la fluidez de la membrana. La 
regulación al alza de los niveles de estos ácidos grasos en nuestro estudio supone 
diferencias entre espermatozoides fértiles e infértiles [243]. Por otra parte, los 
nucleótidos de pirimidina juegan un papel crítico en el metabolismo celular sirviendo 
como precursores activados de ARN y ADN, fosfoglicérido de citidina difosfato-
diacilglicerol para el ensamblaje de membranas celulares, y azúcares uridina difosfato 
(UDP) para la glicosilación de proteínas y la síntesis de glucógeno. La precipitación de 
oxalato de calcio es el resultado de un aumento de la concentración celular promedio 
de ácido polifosfórico (RM = 0,76) que elimina o reduce el ácido oxálico (RM = 0,28) 
metabólico mediante la formación de uracilo y ácido orótico, ambos intermedios 
naturales en la síntesis de pirimidinas. La disminución de la concentración de ácido 
fosfórico y oxálico, originada debido a la toxicidad del Surfynol, podría alterar esta vía 
y afectar también a la estructura de las membranas [244,245]. Finalmente, la 
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disminución significativa de mioinositol (RM = 0,78) es la prueba del insuficiente 
desarrollo del esperma. Este metabolito se sintetiza a partir de glucosa-6-fosfato, 
primer producto de la glicólisis, y es capaz de mejorar la función mitocondrial de los 
espermatozoides y la espermatogénesis, regulando la concentración de Ca2+ 
intracelular. De hecho, el mioinositol juega un papel crucial en la morfogénesis celular 
y la citogénesis y está involucrado en la formación de la membrana, la síntesis de 
lípidos y el crecimiento de la célula [246–248]. 
En los mamíferos, la motilidad del espermatozoide depende de la fuerza propulsora 
generada por el movimiento del flagelo, y esta fuerza la consigue gracias a la hidrólisis 
de ATP [249]. Entre el 10 y el 15% de la masa global de proteína en los axonemas son 
dineínas-ATPasas. La dineína 1 (RSILAC = -1,82), proteína inhibida tras la exposición a 
Surfynol, actúa como micromotor encargado de transformar la energía química (ATP) 
en energía mecánica, y más del 70% de la actividad total de esta proteína está 
directamente acoplada con el movimiento de la célula [235]. Estudios previos han 
demostrado que la inhibición de la dineína 1, por ejemplo con vanadato, induce la 
inhibición de la motilidad de los cilios y el flagelo del espermatozoide [250]. Por ello se 
puede esperar un efecto negativo en la motilidad del espermatozoide originada por la 
toxicidad del tensioactivo. Otras proteínas involucradas en la motilidad del esperma 
como Ras (RSILAC = -1,69), la proteína kinasa dual activadora de mitógenos 
(RSILAC = -1,57) y una proteína pequeña de unión a guanosín trifosfato (GTP) 
denominada Rho (RSILAC = -1,76), cuya inactivación bloquea la motilidad del esperma, 
también se encontraron inhibidas en las células NTERA2 expuestas a Surfynol 
[234,242]. 
La deficiencia de motilidad de los espermatozoides también se reflejó en el aumento 
de la concentración del metabolito treonina (RM = 2,44), que es vital para coordinar la 
actividad del sistema de proteínas kinasas o inhibir la actividad de la proteína serina-
treonina fosfatasa, enzima responsable del inicio del movimiento en espermatozoides 
inmaduros [251]. 
Los resultados obtenidos en los experimentos de proteómica y metabolómica también 
permitieron corroborar los resultados que indican un efecto tóxico del Surfynol sobre 
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la maquinaria que posee la célula para obtener energía e, indirectamente, sobre la 
motilidad de la misma. Considerando que la glicólisis es la principal ruta metabólica 
encargada de la producción de ATP en el esperma maduro [235,242], se observaron 
varias proteínas inhibidas por efecto de la exposición a Surfynol y que participan en 
esta ruta metabólica: hexokinasa (RSILAC = -1.60), piruvato kinasa isozima M1 
(RSILAC = -1,64) y M2 (RSILAC = -1,75) y lactato deshidrogenasa A cadena 1 (RSILAC = 1,94) 
y 3 (RSILAC = -1,94), las cuales transforman piruvato en lactato. La inhibición de estas 
proteínas afecta a la producción de ATP e induce la deficiencia de lactato. En otros 
estudios se ha demostrado que el piruvato y el lactato son los encargados de mantener 
activa la síntesis de proteínas en espermatocitos y están involucrados en los efectos de 
la hormona estimulante del folículo (FSH) durante la espermatogénesis. Esta proteína 
junto con la testosterona son las encargadas de iniciar este proceso de síntesis de 
espermatozoides en los testículos de mamíferos [252]. Además, las células germinales 
utilizan el lactato como sustrato para la producción de ATP en la fosforilación oxidativa 
llevada a cabo en la mitocondria; por este motivo la falta de lactato afectará a la 
viabilidad de células germinales masculinas [253]. Otras proteínas que participan en la 
cadena respiratoria y cuya expresión se vio inhibida por efecto del Surfynol son: NADH 
deshidrogenasa (RSILAC = -1,66), citocromo c (RSILAC = -2,04) y citocromo c oxidasa 
subunidades 5A (RSILAC = 1,57), II (RSILAC = -1.82) y 5B (RSILAC = -1,93). El mantenimiento 
de los niveles de ATP durante el proceso de motilidad puede ser proporcionado por la 
creatina kinasa (CK). CK es una proteína fosfo-transferasa que cataliza la transferencia 
de un grupo fosfato para originar ATP. Esta proteína funciona como un regulador 
temporal y espacial de ATP, utilizado para mitigar problemas con el aporte o la 
demanda del mismo [235]. Esta proteína se encontró sobreexpresada en nuestro 
experimento (RSILAC = 1,54), probablemente debido a la falta de producción de ATP 
durante los procesos de glicólisis y oxidación fosforilativa mitocondrial. 
De la misma forma, algunos de los metabolitos alterados se asocian directa o 
indirectamente con rutas metabólicas que proporcionan la energía necesaria para la 
célula. La alteración de los niveles de fenilalanina (RM = 0,76), que es un inhibidor 
alostérico de la proteína glicolítica piruvato kinasa, se relacionó directamente con la 
disminución de los niveles de ATP en la mitocondria y con el efecto, anteriormente 
mencionado, de la FSH durante la espermatogénesis [254]. Otros metabolitos, los 
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cuales aparecieron a concentraciones más elevadas en células expuestas a Surfynol, 
están involucrados con mecanismos alternativos existentes en la célula para obtener 
energía. Una de las mejores alternativas para obtener la energía que necesitan las 
células germinales es a través de la oxidación de la glutamina (RM = 2,69) [255], pero 
también lo es la incorporación de la treonina (RM = 2,44), la cual puede incorporarse a 
la glicólisis [256]. Además, el ácido propanoico (RM = 2,33) que se transforma a 
propionil-CoA, puede ser introducido directamente en el ciclo de Krebs en lugar de la 
succinil-CoA, aumentando los niveles de oxalacetato cuyo excedente suele convertirse 
en gran medida en glucosa [212]. El metabolismo de la glucosa también se puede 
estimular mediante la conversión de valina (RM = 0,08) en lípidos; sin embargo, los 
niveles de este metabolito se encontraron por debajo de los basales en células 
expuestas a Surfynol, lo cual puede ser debido a que el alto contenido de glutamina 
inhibe la presencia de la leucina, valina y alanina como fuentes de energía [255]. El 
glioxilato y el ácido L-ascórbico parecen ser los precursores del ácido oxálico 
(RM = 0,28), este metabolito cuyos niveles decrecieron por efecto del Surfynol, es un 
metabolito involucrado entre otras cosas en el proceso de obtención de energía 
mediante el ciclo de Krebs. Las enzimas que lo sintetizan son la lactato deshidrogenasa 
y la glicolato oxidasa, la primera de ellas anteriormente mencionada como proteína 
inhibida [257]. 
La confirmación de esta desregulación energética se llevó a cabo mediante los estudios 
de metabolómica dirigida en los que se cuantificaron la concentración de los cuatro 
metabolitos energéticos más importantes: ATP, ADP, NADH y NAD+. La deficiencia de 
ATP observada en células expuestas a Surfynol se debe, sin duda, a la inhibición de 
proteínas, previamente mencionadas, como la piruvato kinasa, que se encarga 
directamente de la síntesis de ATP en la ruta de la glicólisis. Además, la inhibición de 
otras proteínas dejan entrever la alteración de las otras dos rutas metabólicas más 
importantes encargadas de la síntesis ATP: el ciclo de Krebs y la cadena respiratoria 
[258]. El hecho de que los niveles de ADP intracelulares también disminuyeron tras la 
exposición a Surfynol reafirma la inhibición de la proteína dineína ATPasa incapaz de 
hidrolizar el ATP para obtener ADP y movimiento [235,249]. A pesar de que numerosas 
proteínas fueron inhibidas por efecto del Surfynol, las proteínas gliceraldheído-3-
fosfato deshidrogenasa e isocitrato deshidrogenasa aparecieron ambas inalteradas, 
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esto puede explicar el hecho de que los niveles de NADH no se perturbaron por acción 
del tensioactivo, ya que ambas proteínas tienen como función biológica la síntesis de 
NADH. Sin embargo, el contenido de NAD+ decreció de la misma forma que lo hizo la 
proteína NADH deshidrogenasa, principal componente del complejo I, involucrado 
directamente con la transferencia de electrones y protones para producir ATP en la 
cadena respiratoria. Además, los bajos niveles de NAD+ pueden relacionarse con la 
toxicidad del Surfynol, considerando que otros estudios han citado que el NAD+ puede 
generar la síntesis de ROS y que su depleción induce la muerte celular [259]. 
Las proteínas antioxidantes son necesarias para la supervivencia de las células 
germinales, ya que éstas juegan un papel fundamental protegiendo a las células del 
daño provocado por el estrés oxidativo y, en el caso del esperma, también de la pérdida 
de motilidad. Muchas de las proteínas que constituyen el mecanismo de defensa celular 
aparecieron inhibidas por efecto del Surfynol: glutatión peroxidasa 7 (RSILAC = -1,51) y 
1 (RSILAC = -1,90), necesaria para la motilidad del espermatozoide, y otros antioxidantes 
más conocidos como las proteínas glutatión S-transferasa 3 (RSILAC = -1,64) y omega-1 
(RSILAC = -1,79) [234,242,260]. En este contexto, el ácido ascórbico, es un poderoso 
antioxidante lipofílico que juega un papel absolutamente vital en el control de la 
espermatogénesis de mamíferos. El hecho de encontrar niveles bajos de este ácido se 
ha relacionado con plasma seminal infértil y con baja motilidad del espermatozoide 
[234,261,262]. Hay dos mecanismos moleculares para obtener ácido ascórbico en el 
organismo, los dos empiezan con la transformación de glucosa en glucosa 6-fosfato por 
la enzima hexokinasa (RSILAC = -1,60). Esta enzima se encontró inhibida en nuestro 
experimento, lo cual puede relacionarse con la disminución de los niveles de ácido 
ascórbico en la célula y con la consecuente disminución de la motilidad inducida por la 
exposición a Surfynol. Este hecho puede confirmarse con la inhibición de otras dos 
enzimas adicionales: fosfomanomutasa (RSILAC = -2,72), que transforma la manosa-6-P 
en manosa-1-P; y la UDP-glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (RSILAC = -1,62), y las 
convierte en UDP-D-glucosa y UDP-D-glucuronato, siendo ambas transformaciones 
necesarias para las rutas metabólicas de biosíntesis del ácido ascórbico. Los 
inmunosupresores como proteasomas, poliaminas (espermina y espermidina) y 
factores de crecimiento también se encuentran involucrados en la protección del 
esperma de la pérdida de motilidad inducida por especies reactivas del oxígeno 
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[242,263]. La espermina sintetasa, una proteína que regula la formación de espermina, 
se encontró inhibida tras la exposición a Surfynol (RSILAC = -1,88). Además, el factor de 
crecimiento y diferenciación 3 (RSILAC = -3,28), que es un marcador de pluripotencia en 
células germinales testiculares y tiene un efecto protector sobre las mismas, también 
se encontró inhibido [264,265]. El ácido oxálico, que como hemos visto anteriormente 
apareció en concentraciones inferiores por efecto del Surfynol, también es un 
metabolito que participa en importantes mecanismos de defensa [266]. 
Por otro lado, otras proteínas que se presentaron sobreexpresadas indicaban una 
respuesta general de la célula contra la toxicidad del Surfynol. Tal es el caso de las 
proteínas del choque térmico 70 kDa (RSILAC = 1,78) y 75 kDa (RSILAC = 1,53), las cuales 
regulan mecanismos de defensa contra diferentes tipos de estrés [198], o la proteína 
inductora de la condensación de cromatina apoptótica en el núcleo isoforma 1 
(RSILAC = 2,10), que induce la muerte celular por apoptosis en células dañadas [267]. 
Siguiendo en esta línea, la glucuronidación es un mecanismo importante activado por 
los sistemas de mamíferos para degradar y eliminar los productos químicos endógenos 
y exógenos extraños, como puede ser el Surfynol. El ácido carbámico (RM = 1,56), que 
es un sustrato para la glucuronidación, apareció en concentraciones superiores en 
nuestro estudio de metabolómica no dirigida. Este metabolito al ser transformado en 
otro de glucurónido de carbamato estable confirma la activación de este mecanismo 
[268]. Además, un alto contenido de glutamina y treonina activa el mecanismo de 
defensa de las células y la respuesta al estrés. Están implicados en favorecer la 
oxidación de la glucosa, la inhibición de la apoptosis, la activación de mecanismos que 
implican el funcionamiento de la cadena respiratoria y la reparación de la muerte 
celular, este último incluye la regulación positiva de la expresión de las proteínas de 
choque térmico que hemos visto sobreexpresadas en los estudios de proteómica 
cuantitativa, a través de un mecanismo dependiente de la glucosamina [59,269,270]. 
Por todo ello, los resultados obtenidos del experimento SILAC y los dos experimentos 
de metabolómica dirigida y no dirigida han demostrado la inhibición significativa de 
proteínas clave y de rutas metabólicas involucradas directamente en la capacidad de 
fertilización, afectando tanto al citoesqueleto y la motilidad del esperma, como al 
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metabolismo energético y a los mecanismos de defensa contra la oxidación. Estos 
resultados demuestran la potencial reprotoxicidad del Surfynol.  
Por otro lado, los estudios realizados sobre células somáticas arrojan la idea de que la 
toxicidad de este tensioactivo puede afectar por igual a todo tipo de líneas celulares. 
Esto se refleja en el hecho de que la viabilidad celular se ve afectada de una forma 
semejante en células germinales y no germinales, y también a la capacidad evidenciada 
del Surfynol de inducir muerte celular por apoptosis en dos tipos de líneas celulares 
somáticas. A la vista de estos resultados y, aunque habría que ampliar los estudios 
toxicológicos, todo apunta que el metabolismo energético de las células somáticas y su 
mecanismo de defensa puede estar afectado de forma similar al de células germinales 
debido a la toxicidad del Surfynol, el cual podría afectar incluso a la morfología y al 
desarrollo de las mismas.  
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Figura 41. Principales rutas metabólicas asociadas con el mecanismo de toxicidad del Surfynol, deducido mediante técnicas de proteómica (rojo), metabolómica no 
dirigida (azul) y metabolómica dirigida (verde). 
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Tras la realización de la presente Tesis doctoral ha quedado demostrada la 
utilidad y necesidad de emplear las técnicas ómicas, especialmente la proteómica y la 
metabolómica, como complemento a otros estudios toxicológicos. De la aplicación de 
estas técnicas para evaluar los mecanismos moleculares de toxicidad inducidos por los 
tres compuestos de diferente naturaleza seleccionados, se pueden extraer las 
siguientes conclusiones: 
 Las nanopartículas de CdSe/ZnS resultan citotóxicas para una gran variedad de 
líneas celulares en mayor o menor medida. Mediante microscopía de 
fluorescencia se ha mostrado la estabilidad de estos QDs transcurridas 72 h y se 
ha verificado que las NPs se internalizan gradualmente en las células HepG2 e 
invaden el citoplasma celular tras 12 h de exposición a las mismas. Las 
micrografías obtenidas mediante TEM han revelado la localización intracelular 
de estas nanopartículas en vacuolas y mitocondrias, sin que hayan penetrado la 
membrana nuclear. Los experimentos de proteómica cuantitativa in vitro 
(SILAC) e in vivo (super-SILAC), han permitido identificar un total de 54 y 28 
proteínas, respectivamente, alteradas tras la exposición a estos QDs. La 
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aplicación de la estrategia super-SILAC necesitó de una optimización previa al 
ser la primera vez que esta técnica se ha aplicado al modelo del pez cebra. Las 
proteínas alteradas han permitido identificar el mecanismo de toxicidad 
asociado a estas nanopartículas, que inducen la generación de ROS y apoptosis 
celular a través de mecanismos convencionales y menos convencionales. Dentro 
de estos últimos se encuentra la formación de agregados de la proteína TDP-43. 
Se ha puesto de manifiesto el efecto tóxico ejercido por estos QDs en el 
desarrollo del organismo, así como la inducción de diversos problemas 
locomotores y neuronales. Debido a esto, y aunque no puede extrapolarse este 
mecanismo concreto de toxicidad para todos los tipos de QDs, los resultados 
obtenidos sí pueden ser empleados como referencia para concienciar y 
controlar la aplicación de QDs, sus vertidos residuales y, especialmente, su 
utilización en medicina. 
 Los experimentos de metabolómica han permitido complementar los 
numerosos estudios de toxicidad realizados para el MeHg, confirmando su 
capacidad para alterar la glicólisis, el ciclo de Krebs, la cadena respiratoria, 
desencadenar la respuesta antioxidante y revelando el efecto tóxico y 
potencialmente carcinogénico del mismo a través de la activación del ciclo de la 
urea. Estos experimentos se han llevado a cabo tras la optimización de dos 
métodos para la extracción de metabolitos celulares. Así mismo, se ha podido 
concluir que el Se(IV) es un elemento esencial que, entre otros muchos 
beneficios, tiene la capacidad de proteger a las células del impacto tóxico que 
supone la exposición a MeHg, quedando reflejado en la recuperación de las 
condiciones basales de varios metabolitos. Especialmente relevante ha sido la 
recuperación observada de diversos metabolitos energéticos tras la 
co-administración de Se(IV). Estos resultados han permitido profundizar aún 
más en los mecanismos de toxicidad del MeHg y en el papel protector del Se(IV), 
especialmente a nivel metabólico. 
 El Surfynol origina la alteración de la estructura, función y motilidad de los 
espermatozoides, siendo el principal problema toxicológico las anormalidades 
encontradas en las vías de producción de ATP y otros metabolitos energéticos. 
CONCLUSIONES 
153 
El presente trabajo ha confirmado estos resultados a través del empleo de 
estrategias de proteómica y metabolómica para identificar un total de 108 
proteínas y 10 metabolitos alterados por efecto de este tensioactivo. Los 
estudios de viabilidad celular junto con los citados estudios ómicos han 
corroborado el efecto negativo causado por este tensioactivo en células 
germinales precursoras de espermatozoides y en la capacidad de fertilización 
de las mismas. También se ha demostrado su citotoxicidad en las células 
somáticas. El conjunto de resultados han demostrado el potencial reprotóxico 
de este compuesto, poniéndose de manifiesto la necesidad de implantar 
controles y una regulación más estricta para el empleo del Surfynol, 
especialmente considerando que su uso como adhesivo en envases para 
alimentos está muy extendido.  
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I. 1  Ensayo de viabilidad celular 
Mientras que los experimentos de toxicidad realizados con animales arrojan 
información relativa a la dosis que origina una toxicidad letal o subletal, los 
experimentos realizados con células miden la concentración y el tiempo de exposición 
a los cuales una sustancia tóxica daña componentes celulares, estructuras o rutas 
metabólicas. Estos estudios in vitro permiten predecir los efectos tóxicos in vivo y los 
posibles riesgos asociados con ellos. Hoy en día se utilizan numerosos métodos para 
testar la toxicidad de un compuesto, entre los que se encuentran la observación de 
cambios morfológicos, o el cálculo de la concentración a la cual el 50% de las células no 
se multiplican (ID50) tras ser expuestas al tóxico en cuestión. Uno de los parámetros de 
citotoxicidad más evaluado es la viabilidad celular, la cual puede ser estimada mediante 
diversos ensayos que se basan principalmente en la integridad de la membrana celular 
o la actividad metabólica de células viables. Los métodos más comunes de evaluación 
de la viabilidad celular son el conteo del número de células no viables, observables tras 
la tinción con azul de tripano que sólo atravesará la membrana celular en el caso de 
estar dañada, o el ensayo MTT [271]. 
El ensayo MTT, utilizado en esta Tesis Doctoral, se basa en la medida de la integridad y 
actividad mitocondrial mediante el uso de una sal de tetrazolio (bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), conocida como reactivo MTT, que es 
activamente absorbida por las células. Una vez que penetra en ellas, la actividad de las 
reductasas mitocondriales de las células vivas lo reduce a un compuesto insoluble y 
violeta denominado formazán (Figura 42). Solubilizando este compuesto en DMSO y 
midiendo el nivel de absorbancia de la disolución resultante a 595 nm, se puede 
estimar el porcentaje de viabilidad de las diferentes líneas celulares expuestas a un 
compuesto potencialmente tóxico [271,272].  
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Figura 42. Reducción de MTT a formazán. 
 
I. 2  Microscopía de contraste de fases y de epifluorescencia 
Muchas de las muestras biológicas observadas al microscopio, como las células vivas y 
sus componentes intracelulares, son en su mayoría transparentes, por lo que es difícil 
observarlas mediante microscopía de campo brillante convencional. Para solventar 
este problema se han desarrollado varias técnicas que hacen visibles los objetos de la 
fase transparente, y que han desempeñado un papel muy importante en el desarrollo 
de la biología y la medicina modernas. Tal es el caso del contraste de fases de Zernike. 
La microscopía de contraste de fases está basada en el hecho de que la velocidad de la 
luz es inversamente proporcional a los índices de refracción de los medios a través de 
los cuales se propaga. De este modo, se obtiene un gran aumento del contraste de las 
células y de las estructuras intracelulares, ya que difieren ligeramente en su índice de 
refracción respecto al de su entorno [273]. 
Otra técnica que nos permite visualizar la célula de una forma detallada, así como sus 
componentes o lo que sucede en ella, es la microscopía de epifluorescencia. Este 
microscopio se emplea para la detección de estructuras celulares o moléculas que se 
pueden marcar diferencialmente, y también para evaluar la localización de compuestos 
intracelulares capaces de emitir fluorescencia, como es el caso de los QDs 
internalizados tras su exposición. La emisión de luz del proceso de fluorescencia es casi 
simultánea con la absorción de la luz de excitación debido a una variación de tiempo 
que generalmente dura menos de un microsegundo. En un microscopio de 
epifluorescencia, la luz de una longitud de onda específica se produce al pasar luz 
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multiespectral, generada por una lámpara halógena de alta potencia, a través de un 
filtro de excitación selectivo de longitud de onda. Las longitudes de onda que pasan por 
el filtro de excitación, a menudo en las regiones ultravioleta, azul o verde del espectro 
visible, se reflejan desde la superficie de un espejo divisor de haz para irradiar la 
muestra con luz intensa. La excitación del fluorocromo produce la emisión de fotones 
de una longitud de onda mayor que la luz incidente (Figura 43). La luz de emisión 
recogida por el objetivo vuelve a pasar a través del espejo dicromático, donde es de 
nuevo seleccionada mediante un filtro de barrera (o de emisión), que bloquea las 
longitudes de onda de excitación no deseadas. Es importante señalar que el único caso 
en microscopía óptica donde, tras la excitación, la muestra produce luz propia, es con 
el empleo de moléculas o sustancias fluorescentes. La fluorescencia es ideal para 
observar la ubicación de las moléculas en las células ya que es una técnica no invasiva 
que proporciona una alta sensibilidad y especificidad de señal [274,275]. Cuando lo 
que se desea observar no presenta autofluorescencia pueden emplearse colorantes 
fluorescentes denominados fluorocromos que tengan afinidad por una parte concreta 
de la célula o el tejido que se quiere estudiar. Un ejemplo de ellos es el DAPI, que se une 
específicamente a las moléculas de ADN formando un complejo que emite en color azul 
tras ser excitado con luz UV a 365 nm [276]. Otro fluorocromo, que al igual que el 
anterior puede ser empleado en células, es la faloidina, la cual presenta afinidad por los 
filamentos de actina, permitiendo por tanto visualizar la estructura del citoesqueleto. 
Además, se pueden emplear anticuerpos fluorescentes que tengan afinidad por un 
antígeno concreto, lo que se conoce como inmunofluorescencia [277]. 
 
Figura 43. Espectro de absorción y de emisión de un fluorocromo. 
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I. 3  Microscopía electrónica de transmisión  
La microscopía electrónica de transmisión (TEM) ha sido durante mucho tiempo una 
herramienta importante en el desarrollo del campo de la microbiología. La principal 
virtud de estos microscopios es su alta resolución, proporcionada por haces de 
electrones acelerados a alta tensión con longitudes de onda efectivas. En el microscopio 
electrónico de transmisión se irradia una muestra con un haz de electrones de 200 keV. 
Parte de esos electrones son transmitidos, otra parte son dispersados y otra parte da 
lugar a interacciones que producen distintos fenómenos como emisión de luz, 
electrones secundarios o Auger, rayos X, etc. Este microscopio emplea la 
transmisión/dispersión de los electrones para formar imágenes, la difracción de los 
electrones para obtener información acerca de la estructura cristalina y la emisión de 
rayos X característicos para conocer la composición elemental de la muestra.  
En teoría, los microscopios electrónicos son capaces de llegar a la resolución molecular 
si sólo se considera la limitación de la longitud de onda (difracción), es por ello que esta 
técnica es frecuentemente utilizada para estudios de localización intracelular de 
nanopartículas. Sin embargo, existen ciertas limitaciones del microscopio electrónico 
como son el hecho de que las muestras deben estar embebidas en una resina seca, que 
permita la realización de cortes ultrafinos con el ultramicrotomo y que sean capaces 
de dispersar electrones en condiciones de vacío. Además, la preparación de la muestra 
requiere de la fijación o estabilización, y de la introducción de tinción con metales 
pesados que dispersen electrones para generar el contraste que permita obtener 
imágenes. El glutaraldehído y el formaldehído son excelentes fijadores que permiten 
preservar la estructura celular debido a que reaccionan con aminas y aminoácidos 
(lisina y arginina) generando proteínas reticuladas. Por su parte, el tetraóxido de osmio 
es capaz de reaccionar con algunas proteínas a la vez que con lípidos insaturados 
estabilizando las membranas celulares y, además, añade densidad electrónica que 
permite mejorar el contraste [65,278]. 
La posibilidad de obtener las imágenes por TEM junto con el espectro de energía 
dispersiva de rayos X, ha permitido reconocer todos los elementos principales de la 
tabla periódica en cualquier punto medido. El análisis de rayos X posee una resolución 
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espacial relativamente alta lo que permite la caracterización de los materiales con un 
enfoque robusto. Esta técnica es frecuentemente aplicada a muestras biológicas con la 
finalidad de localizar e identificar compuestos inorgánicos o nanopartículas en el 
interior celular [279]. 
 
I. 4  Citometría de flujo 
La citometría de flujo es una técnica que permite la medida individual de características 
físicas o químicas de partículas que se hacen pasar de una en una a través de una fuente 
de luz láser. Es utilizada para medir tanto células completas como componentes 
celulares. 
Un citómetro de flujo consta de una primera parte en la que se incluye un sistema 
hidrodinámico que dirige las células hacia el lugar donde se produce la interacción con 
el haz de luz láser, y que se denomina punto de detección o de interrogación. El enfoque 
hidrodinámico permite la llegada de las células de una en una a este punto, además de 
retirar los líquidos de desecho una vez realizada la detección. Por otro lado, posee un 
sistema de dirección, colección y traslación de la luz dispersada y de la fluorescencia 
emitida, resultante de la interacción del láser con las células. La última parte del equipo 
es la que controla y almacena los datos [280]. Cuando una célula pasa por el punto de 
detección y el haz luminoso procedente del láser impacta con ella, la célula dispersa la 
luz en todas direcciones. La parte de luz que se dispersa en la dirección del haz de luz 
incidente se denomina forward scatter o dispersión delantera. La magnitud de esa 
dispersión constituye la primera medida importante en citometría, ya que es 
proporcional al tamaño de la célula. La complejidad celular viene determinada, entre 
otras cosas, por la presencia en la célula de estructuras específicas o de un gran número 
de orgánulos. En función de ésta, se originará una dispersión de la luz lateral, side 
scatter, recogida por otro detector específico, normalmente situado en un ángulo de 
90° respecto a la dirección de la luz del láser incidente. Un software es capaz de generar 
un histograma bidimensional llamado de dispersión, que relaciona tamaño (forward 
scatter) con complejidad (side scatter), haciendo posible discriminar subpoblaciones 
dentro de la muestra que compartan un tamaño y complejidad concretos [281]. 
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Además de la luz dispersada, los citómetros son capaces de detectar y analizar la luz 
fluorescente emitida por las propias células. Éstas pueden marcarse específicamente 
con anticuerpos conjugados con moléculas fluorescentes, permitiendo que sólo las 
células que exhiban cierto marcador sean detectadas. Esta fluorescencia emitida es 
recogida en la misma dirección que el side scatter, aunque en este caso, los fotones 
atraviesan una serie de filtros, adaptados a la longitud de onda de fluorescencia que se 
quiere detectar, antes de llegar al detector correspondiente. 
 
I. 4. a  Ciclo celular 
Para hacer un estudio del arresto del ciclo celular se puede utilizar esta técnica de 
citometría de flujo junto con el reactivo de Hoechst 33342. Éste es un fluorocromo 
permeable a la membrana plasmática que tiene especificidad por los pares de bases 
adenina-timina, por lo que penetra en todas las células, uniéndose y tiñendo el ADN. La 
longitud de onda de excitación de este fluorocromo es de 532 nm, y la emisión de 
461 nm, aproximadamente [282]. La cantidad de reactivo que se intercala es 
proporcional a la cantidad de ADN presente en cada célula. Puesto que en cada fase del 
ciclo celular la cantidad de ADN varía, como se puede ver en la Figura 44, mediante 
citometría de flujo se puede determinar el porcentaje de la población celular estudiada 
que se encuentra en cada una de las fases del ciclo y, por tanto, evaluar posibles 
alteraciones como consecuencia de la exposición al compuesto potencialmente tóxico.  
 
Figura 44. Fases que componen el ciclo de división celular: Interfase (G1, S, G2) y mitosis (M). 
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I. 4. b  Ensayo de apoptosis 
La apoptosis es un proceso de muerte celular que ocurre como parte del desarrollo 
normal de una célula. La necrosis, sin embargo, es una muerte celular accidentada y 
que incluye cambios morfológicos y celulares como la compactación y fragmentación 
de la cromatina, encogimiento del citoplasma y pérdida de asimetría en la membrana. 
En células sanas la fosfatidilserina (PS) se encuentra localizada en el interior de la 
superficie citoplasmática de la membrana celular, mientras que en células apoptóticas, 
la PS transloca del interior al exterior de la misma para poder ser reconocida por 
macrófagos (Figura 45) [283].  
 
 
 
 
La citometría de flujo, combinada con el uso de las moléculas fluorescentes adecuadas, 
es una de las formas más comúnmente utilizadas para medir el número de células 
inducidas a apoptosis y necrosis. Para ello se realiza un marcaje diferencial de las 
células mediante el uso de anexina V, una proteína que tiene afinidad por PS, conjugada 
con el fluoróforo FITC cuyas longitudes de onda de excitación y emisión son 494 nm y 
518 nm, respectivamente. Las células que emiten a esta longitud de onda se consideran 
apoptóticas por translocar la PS. Adicionalmente se utiliza el yoduro de propidio, un 
Figura 45. Representación del uso de anexina V-FITC y yoduro de propidio para identificar 
células sanas, apoptóticas o necróticas en función de la estructura de la membrana. 
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tinte de ácidos nucleicos incapaz de penetrar la membrana de células vivas y 
apoptóticas, cuyas longitudes de onda de excitación y emisión son 515 nm y 617 nm, 
respectivamente. Las células que emiten a esta longitud de onda se consideran 
necróticas ya que, si el tinte ha penetrado la célula y la ha marcado, es porque su 
membrana se encuentra comprometida (Figura 45). 
 
I. 5  SDS-PAGE 
La electroforesis en gel de poliacrilamida es una de las alternativas más utilizadas para 
la purificación y separación de proteínas. Esta técnica permite separar macromoléculas 
cargadas y evaluar diferencias en su movilidad cuando se les somete a la acción de un 
campo eléctrico. La modalidad más utilizada es la llamada SDS-PAGE. El SDS es un 
detergente aniónico que actúa rompiendo las interacciones hidrofóbicas de las 
proteínas desnaturalizándolas, es decir, rompiendo su estructura terciaria y 
cuaternaria. Las proteínas desnaturalizadas adoptan una estructura en forma de 
bastoncillo con una serie de moléculas de SDS cargadas negativamente rodeando la 
cadena polipeptídica. Al formarse el complejo SDS-proteína, se observa un valor 
constante de la relación carga/masa consiguiéndose, por tanto, una separación de las 
proteínas en base a su tamaño, ya que la velocidad de migración desde el cátodo al 
ánodo es función directa de su peso molecular. En este sistema de separación, las 
muestras se cargan sobre un gel de apilamiento (stacking gel), que tiene un tamaño de 
poro grande y diferente cantidad del tampón iónico y pH al gel de separación de las 
proteínas. La finalidad de incorporar esta segunda fase en el gel de acrilamida es 
mantener la buena resolución del gel a pesar de cargar volúmenes relativamente 
grandes de muestras proteicas, ya que se concentran en bandas estrechas antes de 
entrar en el gel de separación (running gel). El tamaño de poro del gel viene 
determinado por la proporción de acrilamida-bisacrilamida utilizada, por lo tanto, el 
porcentaje de acrilamida es crucial para la separación óptima de las proteínas. Para la 
mayor parte de las aplicaciones se emplea entre un 5 y un 20% de entrecruzamiento, 
disminuyendo el rango de masas que se separan en el gel con buena resolución a 
medida que aumenta el porcentaje de acrilamida [284].  
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Puesto que las proteínas son incoloras, existen diferentes técnicas de tinción que 
permiten la visualización de las proteínas separadas en el gel de acrilamida. Uno de los 
posibles tintes a utilizar es la plata que, a pesar de proporcionar la mejor sensibilidad, 
es un método costoso y más complejo que otros debido al mayor número de etapas. La 
tinción con azul de Coomassie es el más utilizado por su sencillez y rapidez, 
presentando una sensibilidad que oscila entre 0,1-0,5 µg de proteína [285]. Este tinte 
es el mismo que se encuentra en el reactivo Bradford empleado para la cuantificación 
de proteínas, el cual, cuando se encuentra a pH ácido, se une a los residuos de histidina, 
arginina, fenilalanina, triptófano y tirosina, dando lugar a un compuesto coloreado que 
absorbe a 595 nm (azul) [286]. 
 
I. 6  Espectrometría de masas 
La espectrometría de masas es una técnica analítica que se emplea para determinar la 
masa molecular de un compuesto mediante el uso de instrumentos que pueden medir 
la relación masa/carga (m/z) de iones. La forma más sencilla de mover un analito es 
cargarlo eléctricamente (formar los iones) y aplicarle un gradiente de campo eléctrico 
en sentido negativo a su carga usando un alto vacío en el sistema.  
La espectrometría de masas es la técnica analítica esencial en proteómica y 
metabolómica por su alta sensibilidad y selectividad, y por su flexibilidad, que permite 
diseñar procedimientos analíticos en relativamente poco tiempo. Su amplio intervalo 
de aplicabilidad permite trabajar con moléculas grandes o pequeñas, y también ofrece 
la posibilidad de obtener numerosa cantidad de información en un único experimento. 
Asimismo, es una técnica automatizable y de fácil acoplamiento a técnicas 
cromatográficas. Esta instrumentación analítica se utiliza ampliamente con fines 
cualitativos tales como la obtención de información estructural a partir de los 
fragmentos generados, o la determinación de masas moleculares; pero también se 
pueden realizar análisis cuantitativos absolutos utilizando patrones internos o 
externos, o análisis cuantitativos relativos, llegando a alcanzar límites de detección del 
orden de picomoles y femtomoles [287]. 
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Los espectrómetros de masas se componen de cuatro elementos básicos: sistema de 
introducción de muestra (directo o con separación cromatográfica), fuente de 
ionización, analizador de masas y detector (Figura 46).  
 
 
 
La fuente de ionización convierte las moléculas en iones en fase gaseosa para que 
puedan pasar al analizador de masas, donde son separados según su relación 
masa/carga, llegando por tanto al detector de forma secuencial. Las señales captadas 
por el detector son integradas por un sistema informático que genera un gráfico 
denominado espectro de masas, donde se representa la abundancia (intensidad) de los 
iones en el eje de ordenadas y la relación m/z en el eje de abscisas. Esta relación del 
valor m/z es lo que permite la identificación de los diferentes compuestos. La señal 
correspondiente a un ion aparece en forma de varios picos que corresponden a la 
distribución estadística de los distintos isótopos del ion. 
 
I. 6. a  Fuentes de ionización 
Los sistemas de ionización o fuentes de iones pueden ser: de ionización en fase gaseosa 
o de ionización por desorción. En el primer caso, la muestra se volatiliza y 
posteriormente se ioniza, estas fuentes se utilizan para compuestos térmicamente 
estables y de pesos moleculares menores de aproximadamente 103 Da, suelen 
Figura 46. Esquema de los elementos básicos que conforman un espectrómetro de masas. 
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acoplarse a la separación por GC. Las fuentes de ionización en fase gaseosa más 
utilizadas, sobre todo en estudios de metabolómica, son impacto electrónico e 
ionización química, también se conocen como fuentes de ionización duras porque para 
llevar a cabo la ionización fragmentan la molécula inicial. En el segundo caso, 
ionización por desorción, se trata de técnicas de ionización suave, la muestra se 
transforma directamente en iones gaseosos. Estos sistemas son aplicables a muestras 
no volátiles y térmicamente inestables, y también son válidas para moléculas que 
tienen pesos moleculares mayores de 105 Da. Entre estas últimas destacan las fuentes 
de ionización mediante desorción por láser asistida por matriz (MALDI) y ESI, que 
pueden ser acopladas con cromatografía líquida. Estas dos fuentes son las más 
utilizadas en el campo de la proteómica y la metabolómica. [287]. A continuación, se 
describe brevemente el fundamento de estas fuentes de ionización: 
 Ionización por impacto electrónico. Es un proceso en el que la muestra, 
previamente vaporizada, se somete a un bombardeo mediante electrones 
acelerados que chocan con las moléculas provocando su ionización. La elevada 
energía cinética de los electrones acelerados y su pequeña masa proporcionan a 
las moléculas con las que impactan una energía que provoca una elevada 
fragmentación, dando lugar a un gran número de iones positivos que incluso puede 
suponer la desaparición del ion molecular [287]. 
 Ionización química. Las moléculas de la muestra en fase gaseosa se ionizan al 
colisionar con los iones producidos al bombardear un gas reactivo con electrones. 
El gas elegido es clave para provocar la ionización del analito, pero también hay 
que considerar la diferente afinidad hacia los protones, tanto del gas elegido como 
del analito. La ionización química permite obtener información sólo sobre la masa 
molecular de compuestos pequeños, siendo otra limitación la falta de información 
estructural de los espectros de masas obtenidos por esta técnica de ionización 
[287]. 
 Ionización mediante desorción por láser asistida por matriz (MALDI). El desarrollo 
de este sistema de desorción se realizó por dos grupos de investigación, siendo 
merecedor del Premio Nobel de Química en 2002 Koichi Tanaka. La técnica 
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consiste en co-cristalizar la muestra con una matriz (ácido orgánico), que se 
encuentra en una proporción mucho mayor que la muestra (10.000:1), sobre una 
superficie de metal; de esta forma se diluyen y aíslan los analitos evitando la 
formación de agregados difíciles de desorber [288]. Al irradiar la matriz con un haz 
láser de elevada potencia (106 W/cm2) y de pulsos cortos, durante algunos 
nanosegundos, ésta absorbe energía y favorece la transferencia de H+ desde la 
matriz a las moléculas de la muestra, dando lugar a especies cargadas. Se consigue 
así la desorción e ionización de las moléculas de la matriz y la muestra, 
manteniéndolas en fase gaseosa (Figura 47.A) [289]. Esta técnica de ionización 
permite ionizar macromoléculas biológicas no volátiles tales como las 
glicoproteínas [288]. 
 Ionización por electrospray (ESI). El desarrollo de este sistema de ionización dio 
lugar a que John Fenn obtuviera el Premio Nobel de Química en 2002. En este 
sistema, la muestra introducida en disolución se hace pasar por un capilar o aguja 
de acero inoxidable a presión atmosférica sobre la que se aplica un alto voltaje 
(3-4 kV), de manera que se generan pequeñas gotas cargadas [287]. Dichas gotas 
son repelidas por la aguja hacia el cono de muestreo en el contraelectrodo. Cuando 
las gotas cargadas atraviesan el espacio entre la punta de la aguja y el separador, se 
va produciendo la evaporación del solvente causando la disminución de tamaño de 
las mismas. Este proceso de desolvatación es ayudado por un flujo de nitrógeno 
cálido conocido como el gas de secado. A medida que se produce la evaporación del 
disolvente, la gota se contrae hasta que llegue al punto en que la tensión superficial 
ya no pueda mantener la carga, conocido como el límite de Rayleigh. En este punto 
se produce una explosión Coulómbica y la gota se rompe produciendo gotitas más 
pequeñas. Algunos de los iones pasan a través del separador a una región de vacío 
intermedio y desde allí a través de una pequeña abertura llegan al analizador que se 
mantiene a alto vacío (Figura 47.B). Las moléculas así ionizadas pueden contener 
una o múltiples cargas; por tanto, los espectros de masas resultantes pueden tener 
muchos iones diferentes para un mismo compuesto, ya que lo que realmente 
detectan los espectrómetros de masas es la relación m/z [288] Una modificación 
reciente de esta técnica, llamada ionización por pulverización electrosónica (ESSI), 
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produce iones con uno o solo unos pocos estados de carga, haciendo más sencilla la 
interpretación de los espectros [289]. 
 
  
 
 
Otra variante de esta fuente de ionización, conocida como nanoelectrospray 
(nanoESI), se desarrolló para ionizar proteínas o péptidos. El pequeño tamaño de 
estas fuentes de iones hace que los analitos se vean menos afectados por las 
impurezas. Definitivamente, la mayor ventaja que proporciona este sistema nanoESI 
es el incremento de la sensibilidad, en varios órdenes de magnitud con respecto al 
Figura 47. Fuentes de ionización suave A: MALDI y B: ESI [289]. 
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sistema ESI convencional, debido a que la velocidad de desorción de los iones en las 
pequeñas gotas es mucho mayor que en las gotas grandes [290]. 
 
I. 6. b  Analizadores de masas 
La misión del analizador de masas es la de separar los iones en función de su relación 
m/z y enfocarlos, una vez separados, hacia el detector. Los distintos analizadores 
aprovechan las propiedades del movimiento de las partículas (energía cinética, 
velocidad y momento de fuerza) para llevar a cabo esta separación. La elección del 
analizador se realiza en función de su resolución, del intervalo de masas y de la 
exactitud de las masas que es capaz de separar, del intervalo dinámico lineal, de la 
velocidad de barrido, de la sensibilidad, de la eficacia y de su adaptabilidad (posibilidad 
de poder utilizar distintos modos de ionización) [287]. 
A continuación, se describen las principales características de los analizadores más 
comunes: 
 Analizador de tiempo de vuelo (TOF). Como se observa en la Figura 48.A, un 
pequeño gradiente de voltaje (20-30 kV) provoca la aceleración de los iones que 
atraviesan libremente un tubo largo, como si “volaran”. El tiempo (t) que tardan en 
llegar los iones al detector (tiempo de vuelo) depende de su relación m/z según la 
Ecuación 6, donde d es la distancia del tubo de vuelo y V el potencial de 
aceleración, ambos constantes para un mismo analizador. Los iones no están 
sometidos ni a un campo eléctrico ni a uno magnético. Como todos los iones tienen 
la misma energía cinética, los iones cargados con una masa más grande viajarán 
con una velocidad más baja a lo largo del tubo y llegarán más tarde al detector en 
comparación con aquellos con masa más pequeña, es decir, los iones se separan de 
acuerdo a sus velocidades [288]. La resolución de estos equipos ha ido 
aumentando a más de 10.000 gracias a la manipulación de los iones mediante el 
retraso de la salida de iones de la fuente, las fuentes que permiten gradientes de 
voltaje complejos y la tecnología del reflectrón. Usando el reflectrón, se puede 
disminuir sustancialmente las variaciones de los tiempos de vuelo, de los iones con 
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la misma relación masa-carga (m/z), causada por una diferencia de energía 
cinética de estos iones a la salida de la fuente. Esta resolución se traduce en una 
mejor separación de los picos espectrales y, por tanto, permite la obtención de la 
masa exacta de los compuestos determinados [289]. Además, es el analizador ideal 
para la fuente de ionización MALDI. En conjunto realizan análisis muy rápidos, 
pueden procesar 100 muestras en 10 minutos. Permite la determinación de masas 
en un amplio intervalo (100-250.000 u.a.) y se obtienen espectros de masas 
sencillos, debido a que la mayoría de los iones tienen una única carga. Además, 
tiene una sensibilidad elevada que puede llegar a detectar cantidades del orden de 
atomoles en péptidos de pequeño tamaño. Por otro lado, tienen baja 
reproducibilidad derivado del difícil control del proceso de cristalización y 
producción de iones [287]. 
 
         Ecuación 6 
 Analizador de tipo cuadrupolo (Q). Consiste en 4 barras paralelas, separadas entre 
ellas, a las que se les aplica un potencial de corriente continua, y lentes con un 
campo eléctrico oscilante (Figura 48.B). El campo creado en las barras actúa como 
filtro, de forma que, para un voltaje dado, sólo los iones que presentan una 
trayectoria estable (iones resonantes) las atraviesan y llegan al detector para 
dispersarse en función de la relación m/z [291]. Este analizador permite realizar 
un barrido espectral de los valores de m/z modificando las señales eléctricas con 
el tiempo. El Q es muy utilizado por su sencillez, por ser muy adecuado para 
cualquier tipo de interfases como el ESI, y por su bajo coste. No obstante, presenta 
limitaciones en cuanto al intervalo de trabajo (0-4000 m/z), salvo que la molécula 
pueda cargarse múltiples veces, la baja resolución sobre todo cuando se quiere 
mejorar la sensibilidad, y la dificultad para la determinación exacta de masas 
[287,289].  
 Trampa iónica (IT). Está formada por el electrodo de entrada, el anular y el de 
salida constituyendo el anillo central. En este anillo se consiguen “atrapar” y 
mantener los iones, procedentes de la fuente de iones, al aplicar simultáneamente 
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corriente continua y radiofrecuencia. Si se aumenta el potencial, las órbitas de los 
iones pesados llegan a estabilizarse, mientras que los iones más ligeros se 
desestabilizan, siendo estos últimos los primeros en salir y en llegar al detector. 
Las trampas de iones cuadrupolares, como la que se muestra en la Figura 48.C, 
además de ser las más económicas, han demostrado ser muy útiles en el análisis 
de muestras de alta complejidad. Esto se debe a que pueden cambiar rápidamente 
el escaneo para analitos de diferentes masas (escaneo MS) y generar espectros de 
fragmentación (exploración MS/MS) de los iones detectados en ese escaneo. 
Además, poseen una elevada sensibilidad porque pueden concentrar gran cantidad 
de iones en el campo de captura y adquirir los datos de manera muy rápida. Sin 
embargo, tienen una resolución limitada y una relativamente baja capacidad de 
atrapar iones. Este es el motivo por cual se desarrolló el analizador de trampa de 
iones lineal, el confinamiento en el campo de radiofrecuencia existe solo en dos 
dimensiones (x e y, radial). Consiste en cuatro barras paralelas cortadas en tres 
secciones con una ranura longitudinal. El funcionamiento interno es esencialmente 
el mismo que en la trampa tradicional, con la particular diferencia, de que los iones 
son extraídos radialmente a través de las ranuras practicadas en las barras de los 
electrodos. Este analizador es capaz de atrapar mejor los iones que el cuadrupolar 
lo que supone la mejora del rango dinámico, la resolución y la sensibilidad de la 
técnica [287,289]. 
 Analizador de resonancia iónica en ciclotrón con transformada de Fourier 
(FT-ICR). Es un analizador que dispone de una celda de trampa de iones como 
elemento principal, estas celdas están diseñadas aprovechando el fenómeno de 
resonancia iónica de ciclotrón. Este analizador utiliza campos magnéticos altos 
para atrapar los iones y la resonancia de ciclotrón para detectarlos y excitarlos. Los 
iones son atrapados en el interior de un campo magnético intenso. Si la velocidad 
de un ion es lenta y el campo magnético aplicado es intenso, el radio de la 
trayectoria del ion se hace pequeño. Entonces, el ion puede ser atrapado en una 
trayectoria circular que crea el campo magnético. El campo magnético es orientado 
a lo largo del eje z y los iones son introducidos y atrapados a lo largo de este eje, 
mientras que, en los planos x e y, los iones rotan alrededor del eje z. Cada ion 
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atrapado lleva asociada una frecuencia de oscilación que depende de su m/z. La 
medida de las frecuencias de las corrientes eléctricas inducidas permite obtener el 
valor de las masas de los iones y la señal es medida en el tiempo, siendo su 
intensidad proporcional al tiempo de medida (Figura 48.D) [292]. Estos 
analizadores poseen una elevada resolución (superior a 1.000.000) permitiendo la 
detección de numerosos analitos en muestras muy complejas mediante la 
inyección directa de la muestra [287,289]. 
 
 
Figura 48. Analizadores de masas más comunes. A: TOF, B: Q, C: IT, D: FT-ICR [289]. 
 
Las combinaciones de analizadores de MS han adquirido especial importancia ya que 
facilitan la identificación de compuestos realizando MSn y aumentan la sensibilidad 
enormemente. Entre las combinaciones más utilizadas se encuentran Q-TOF, Q-Trap y 
QQQ. Este último sistema híbrido es muy utilizado en estudios de metabolómica 
dirigida, ya que puede trabajar en modo MRM, scan general en Q1 y scan de los 
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fragmentos en Q3. El esquema de un triple cuadrupolo se representa en la Figura 49. 
El modo MRM es el método de adquisición de datos más utilizado por su selectividad y 
sensibilidad, ya que, al centrarse sólo en las moléculas de interés, elimina los posibles 
interferentes de la matriz y alcanza los niveles de detección de ultratraza. Este modo 
de adquisición consiste, brevemente, en seleccionar en el primer cuadrupolo la masa 
de la molécula de interés que, tras ser fragmentada en el segundo cuadrupolo, que 
actúa como celda de disociación inducida por colisión (CID), da lugar a los fragmentos 
característicos, analizados en el tercer cuadrupolo. Tras este modo de análisis se 
generan las transiciones MRM características del compuesto de interés y utilizadas 
generalmente para estudios cuantitativos. Además, este analizador está generalmente 
acoplado a la fuente de ionización ESI y a las técnicas de separación cromatográficas 
de HPLC y de ultra-alta resolución (UPLC) [293]. 
 
 
 
 
I. 6. c  Detectores 
El detector es el encargado de medir la abundancia de los iones, separados en el 
analizador, como una señal eléctrica. Existen diferentes tipos de detectores, entre los 
que se encuentran el multiplicador de electrones (multiplicador de electrones en 
Figura 49. Esquema de un analizador de triple cuadrupolo, mostrando el modo de 
trabajo MRM. 
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canales), placa de microcanales (MCP), la copa de faraday, el contador de centelleo, 
contador de fotones multipixel, etc. [294,295].  
El detector más utilizado en equipos de espectrometría de masas es el multiplicador de 
electrones, que amplifica la débil señal del haz de iones produciendo ganancias de 106 
órdenes de magnitud. El principio básico, por el cual se produce esta amplificación, es 
la capacidad de que un ion cargado, al golpear contra una superficie, genere iones 
secundarios que se liberan de los átomos localizados en la capa externa de dicha 
superficie. Existen dos tipos dentro de estos detectores, el de dínodo discreto y el 
continuo o multiplicador de electrones en canales. La principal diferencia se encuentra 
en el hecho de que, este último detector, no tiene múltiples dínodos individuales, sino 
que está formado por un tubo de vidrio en forma de corneta, a veces terminado en 
forma de espiral o caracol, cuyo interior está recubierto por un óxido de plomo 
semiconductor. Además, estos detectores de dínodos continuos pueden alcanzar, en 
determinados casos, ganancias de 108 y son fácilmente miniaturizables [294,295]. 
El detector MCP, que posee el mismo principio básico que los multiplicadores de 
electrones, está siendo muy utilizado en combinación con analizadores de TOF [296]. 
La principal ventaja que este detector proporciona, es una mayor resolución espacial, 
debida a que posee múltiples canales separados [297]. 
 
I. 7  Proteómica cuantitativa 
Las técnicas de proteómica cuantitativa permiten la comparación, a nivel de contenido 
proteico, de dos estados diferentes, como pueden ser células procedentes de un tejido 
sano vs. células procedentes de un tejido enfermo, células tratadas con un determinado 
fármaco vs. células sin tratar, células expuestas a un determinado tóxico vs. células en 
condiciones normales, etc. Mediante la identificación y cuantificación de proteínas, 
diferencialmente expresadas entre dichos estados, podremos afirmar qué proteínas se 
encuentran desreguladas. Este grupo de proteínas alteradas estarán probablemente 
implicadas en el proceso objeto de estudio (enfermedad, tratamiento farmacológico, 
toxicidad de un determinado compuesto, etc.), y será ese proceso el causante o la 
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consecuencia de dicha desregulación. Por otra parte, proteínas cuya abundancia no se 
modifique, podrán ser descartadas, ya que probablemente no estarán involucradas en 
el proceso que estemos estudiando. El conjunto de proteínas desreguladas 
identificadas constituirá la clave para un mejor entendimiento e interpretación del 
mecanismo molecular implicado en el proceso estudiado [298]. Esta cuantificación 
puede ser absoluta o relativa; a continuación se explican las características más 
relevantes de cada una de ellas, la comparación de ambos grupos de métodos pude 
observarse en la Figura 50. 
 
 
 
I. 7. a  Cuantificación absoluta: sin marcaje 
La cuantificación absoluta se realiza mediante la mezcla de una cantidad conocida del 
patrón, marcado con isótopos, con el analito, que se introduce en el espectrómetro de 
Figura 50. Representación del procedimiento de las estrategias de análisis de proteómica cuantitativa 
absoluta y relativa; así como la comparación de las dos técnicas de cuantificación relativa más relevantes: 
SILAC (marcaje metabólico) y iTRAQ (marcaje químico). 
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masas. La cantidad absoluta del analito se calcula a partir de la relación de intensidad 
de iones entre el analito y su estándar. En el caso de estudios de proteómica, debido al 
gran número de analitos de interés, esto carece de sentido, por lo que generalmente se 
recurre a métodos que no requieren de este patrón marcado isotópicamente [299]. La 
alternativa a estos análisis incluye mediciones de intensidades de pico espectral de 
masa y recuento espectral, y son altamente dependientes de la reproducibilidad del 
instrumento de medida. Mientras que las intensidades de los iones peptídicos pueden 
correlacionarse con abundancias de proteínas, los métodos de conteo espectral 
estiman la abundancia de proteínas comparando el número de espectros MS/MS 
asignados a cada proteína, basándose en la suposición de que el número de péptidos 
observados de una proteína se correlaciona con su abundancia. Esto se ha 
implementado en varios métodos de conteo espectral: índice de abundancia de 
proteína (PAI), proteína absoluta expresión (APEX), índice de abundancia de proteína 
modificada exponencialmente (emPAI), factor de abundancia espectral normalizado 
(NSAF), índice espectral normalizado (SIN) [300].  
Los dos primeros métodos son los más utilizados y, a continuación, se describen 
brevemente sus fundamentos teóricos: el método de cuantificación APEX correlaciona 
los recuentos espectrales obtenidos a partir de datos de MS con predicciones 
computacionales de péptidos proteotípicos para cada proteína. De esta forma APEX 
estima la concentración absoluta de las proteínas, con gran exactitud, frente a la 
concentración total de proteína y todos los péptidos proteotípicos [301]. El método 
emPAI se basa en la comparación del número de péptidos observados 
experimentalmente y número de péptidos observables calculado. Este método 
presenta mayor reproducibilidad con respecto al método APEX pero menor exactitud, 
además es muy sencillo de implementar ya que el motor de búsqueda Mascot incorpora 
el valor emPAI en los resultados [300]. 
 
I. 7. b  Cuantificación relativa: con marcaje isotópico 
La cuantificación relativa de proteínas se basa en la comparación de dos poblaciones o 
muestras diferencialmente marcadas con isótopos estables [299].  
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Se han desarrollado varios métodos para incorporar isótopos marcados a las proteínas 
de interés, que incluyen el marcaje químico y el marcaje metabólico. El marcaje 
metabólico requiere la adición de un elemento isotópico (por ejemplo, 13C, 15N o 18O en 
sales o amino ácidos) a los medios de crecimiento, en una forma que lo hace disponible 
para su incorporación en todo el organismo, tejido o célula. Por otro lado, el marcaje 
químico se produce después de la extracción de proteínas y, por lo tanto, es 
completamente independiente de la fuente y la preparación de la muestra. Este 
marcaje químico tiene la ventaja de que prácticamente cualquier tipo de muestra 
biológica puede ser marcada, incluidos los tejidos humanos o fluidos corporales. 
Además, el tiempo necesario para este tipo de marcaje es, en general, mucho más corto 
que cuando se incorpora metabólicamente, donde puede llevar semanas la realización 
del marcaje completo. Sin embargo, la gran ventaja del marcaje metabólico se observa 
claramente en el procedimiento de tratamiento de las muestras en la Figura 50, 
mientras que en el marcaje químico las poblaciones a comparar se tratan como 
muestras individuales hasta casi el análisis de las mismas, en el marcaje metabólico se 
procesan ambas poblaciones como una sola, tras la extracción de las proteínas de las 
muestras biológicas [302,303]. Este hecho se traduce en una mayor exactitud y 
reproducibilidad del análisis, ya que las variaciones observadas entre poblaciones 
diferentes, no van a verse influenciadas por posibles variaciones en el tratamiento de 
la muestra [298]. Las principales técnicas de marcaje químico son ICAT y iTRAQ 
mientras que SILAC es la técnica de marcaje metabólico por excelencia. 
 
I. 7. b. i  Marcaje químico 
La técnica ICAT se basa en la purificación de proteínas, cuyas cisteínas son previamente 
marcadas, mediante columnas inmovilizadas de avidina. El reactivo ICAT contiene 
biotina, para la interacción con avidina, un grupo de yodoacetamida, para el 
acoplamiento con residuos de cisteína reducidos y un espaciador, marcado con 
variantes isotópicas ligeras (por ejemplo, hidrógeno) o pesadas (por ejemplo, 
deuterio). Una vez realizado el marcaje se mezclan las poblaciones equitativamente 
para realizar el análisis. Con este método se marcan exclusivamente los residuos de 
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cisteína, por lo tanto, las proteínas libres de este aminoácido que representan 
aproximadamente el 20% del proteoma, se excluyen del análisis [298]. 
El marcaje isobárico iTRAQ se basa en la utilización de isótopos que se unen 
covalentemente al extremo N-terminal y a las aminas de cadenas laterales y, por lo 
tanto, son adecuadas para la determinación simultánea de proteínas 
independientemente de la presencia de residuos de cisteína. En este tipo de ensayos se 
produce el marcaje con hasta cuatro isótopos isobáricos formados por: un extremo 
reactivo al amino, un balanceador y un ion reportero que tendrá m/z de 114, 115, 116 
y 117. La cuantificación relativa de este tipo de marcaje se realiza con la intensidad de 
los iones reportero obtenidos de los espectros de MS/MS [298], su procedimiento 
experimental se muestra en la Figura 50.  
 
I. 7. b. ii  Marcaje metabólico 
La estrategia bioanalítica denominada SILAC es una técnica de marcaje metabólico, 
cuyo procedimiento experimental general consiste principalmente en cultivar dos 
poblaciones celulares, A y B, en medios idénticos, excepto por la sustitución de una 
serie de aminoácidos (aa), en uno de los medios, por su versión “pesada”, es decir, un 
aa en el que los átomos de 12C se sustituyen por 13C, los de 14N por 15N, o ambos. La 
incorporación de los aminoácidos “pesados”, principalmente L-lisina y L-arginina, a las 
proteínas de las células se realiza de forma metabólica, de manera que tras 5-6 
duplicaciones de la población celular, se consigue obtener una eficacia de marcaje del 
100% [302,303]. De este modo, se obtiene una población B donde todas las proteínas 
están marcadas isotópicamente con uno o varios aa “pesados” frente a una población 
A donde todas las proteínas poseen todos sus aa en su forma natural “ligera”. Una vez 
marcadas, las dos poblaciones se mezclan en relación 1:1 y se prosigue con el proceso 
analítico (Figura 50), el cual incluye etapas de separación de las proteínas mediante 
electroforesis en gel y de digestión de las mismas con una enzima proteolítica, 
generalmente tripsina, dando lugar a una mezcla de péptidos “ligeros” (procedentes de 
la población A) y “pesados” (procedentes de la población B) dentro de la misma 
muestra. Para cualquiera de estos péptidos, su forma “ligera” y “pesada” son 
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químicamente idénticas excepto por el átomo pesado, por lo que poseen un 
comportamiento cromatográfico idéntico y se van a detectar mediante espectrometría 
de masas de forma simultánea. Como resultado, en el espectro de masas, cada péptido 
detectado aparecerá como un doblete, consecuencia de la diferencia isotópica, 
pudiéndose relacionar la intensidad relativa de cada uno de los dos picos 
(correspondientes a la forma ligera y pesada del péptido) en el espectro de MS con la 
abundancia relativa de la proteína a la cual pertenece dicho péptido en las poblaciones 
A y B.  
Simultáneamente a la cuantificación mediante el espectro de MS, se realiza una 
identificación mediante los espectros de MS/MS de cada péptido. La situación ideal es 
que todos los péptidos identificados puedan ser cuantificados y para ello es necesario 
que posean uno de los aa marcados en su secuencia. Esta es la razón principal por la 
que en la mayoría de experimentos SILAC, los aa marcados utilizados sean Lys y Arg y 
la enzima utilizada para digerir las proteínas sea tripsina, ya que con esto se asegura 
que todos los péptidos generados en la digestión van a tener en su C-terminal una Lys 
o una Arg (marcada o sin marcar dependiendo de la población de la que procedan), 
consiguiéndose, por tanto, que todos los péptidos identificados sean también 
cuantificados. Para cada proteína cuantificada se obtendrá un RSILAC con la Ecuación 2, 
detallada en el epígrafe de materiales y métodos de esta Tesis Doctoral. Cuando una 
proteína presente un RSILAC = 1, nos encontraremos ante una proteína cuya abundancia 
relativa es la misma en las dos poblaciones celulares, o lo que es lo mismo, una proteína 
cuya expresión no se ha visto modificada entre los dos estados estudiados. Proteínas 
cuyo cociente SILAC sea 1 > RSILAC > 1 representarán proteínas cuya abundancia entre 
los dos estados será diferente y, por tanto, se tratará de proteínas implicadas en el 
proceso objeto de estudio. 
El estudio de modelos animales es esencial para entender mejor el efecto tóxico de un 
compuesto o una enfermedad, por lo que el estudio del proteoma de un sistema in vivo 
se convierte en una necesidad en muchas ocasiones. Se han realizado trabajos de 
marcaje metabólico de moscas y gusanos marcados con Escherichia coli y levaduras 
respectivamente, ambas marcadas con 15N [304] y ratones alimentados con 13C6-lisina 
[305,306]. Sin embargo, esta metodología es costosa, el marcaje completo del individuo 
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requiere mucho tiempo y no puede aplicarse a humanos. Es por ello que se ha 
desarrollado una variante del SILAC, conocida como super-SILAC, la cual se basa en el 
uso de una mezcla de diferentes líneas celulares representativas del tejido que se 
quiere estudiar. Esta mezcla de células se empleará como patrón interno tanto con el 
tejido control como con el tejido tratado, de forma que, en definitiva, compararemos 
las proteínas de ambos tejidos. Esta técnica se ha utilizado satisfactoriamente con 
diferentes tejidos, demostrando su aplicabilidad [42,307,308]. El análisis de las 
muestras se realiza mediante espectrometría de masas, de forma similar que para la 
técnica SILAC. De forma análoga al experimento SILAC se obtiene un Rsuper-SILAC para 
cada proteína cuantificada, utilizando para ello las Ecuaciones 2, 3 y 4 detalladas en el 
epígrafe de materiales y métodos de esta Tesis Doctoral.  
 
I. 8  Metabolómica 
El primer paso para llevar a cabo un experimento de metabolómica es determinar el 
número de metabolitos que se quiere medir. En algunos casos puede ser de interés 
examinar un conjunto definido de metabolitos mediante un análisis dirigido, 
típicamente de una o más rutas metabólicas de potencial interés. Las técnicas de 
resonancia magnética son muy utilizadas para los análisis de metabolómica dirigida, 
sin embargo, la técnica por excelencia es la espectrometría de masas con analizador de 
triple cuadrupolo trabajando en modo MRM por su sencillez y elevada sensibilidad. En 
otros casos, un análisis abierto o no dirigido puede ser más idóneo, ya que tiene como 
objetivo medir y comparar, entre muestras, tantos metabolitos como sea posible. En 
última instancia, el número y las propiedades químicas de los metabolitos estudiados 
son atributos de cualquier experimento metabolómico, que determinan el diseño 
experimental, condicionando la elección de la preparación de la muestra y la 
configuración instrumental [309,310]. 
Cualquier ensayo de metabolómica consta de dos etapas: quenching y extracción de los 
metabolitos. En el caso de emplear la cromatografía de gases es obligatorio incluir otra 
etapa más de derivatización de los analitos. Estas etapas se describen, brevemente, a 
continuación: 
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 Quenching. Esta es una primera etapa fundamental para la obtención de 
resultados que reflejen fielmente el perfil metabólico de la célula. La finalidad 
de este proceso es la de “congelar” las rutas metabólicas para preservar la 
integridad de los diferentes compuestos y evitar su degradación por vías 
enzimáticas [311]. Generalmente, se emplean diferentes métodos que implican 
la disminución de la temperatura de la muestra, ralentizando e incluso 
deteniendo las reacciones metabólicas antes de proceder con la lisis celular y 
extraer los metabolitos.  
 Extracción. En la bibliografía existen múltiples combinaciones de diferentes 
disolventes orgánicos con agua. Habitualmente se utiliza la combinación de 
metanol, cloroformo y agua, que permite una extracción líquido-líquido con 
separación de fases polar (metanol y agua) y apolar (cloroformo). El empleo de 
esta mezcla de disolventes permite la extracción de los metabolitos y la 
precipitación de las proteínas y otros restos celulares en la interfase [311].  
 La derivatización. Es una técnica empleada para aumentar la volatilidad de los 
compuestos, facilitando su determinación por cromatografía de gases. La vía 
principal para este objetivo es la trimetilsililación de los analitos. Uno de los 
reactivos más empleados para la derivatización es la BSTFA, junto con el TMCS 
que actúa como catalizador de la reacción. Este derivatizante actúa 
sustituyendo los hidrógenos activos de una gran variedad de compuestos 
(ácidos, alcoholes, aminas, etc.) por grupos trimetilsililo (TMS). Sin embargo, es 
necesario llevar a cabo una reacción previa a la trimetilsililación para proteger 
los grupos carbonilo de aldehídos y cetonas de azúcares reductores, de procesos 
de ciclación, así como estabilizar α-cetoácidos frente a la descarboxilación. Con 
esto se mejora la eficiencia de la trimetilsililación, de forma que no se produce 
la introducción de los grupos TMS en posiciones distintas de un mismo 
compuesto, lo que provocaría la formación de especies con diferente volatilidad 
a partir de un mismo compuesto y la aparición de varios picos cromatográficos 
que deberían corresponder con un solo analito. El reactivo más empleado en las 
publicaciones es el hidrocloruro de metoxiamina disuelto en piridina [312,313]. 
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Ambas reacciones de derivatización se representan por orden de utilización en 
la Figura 51. 
 
 
 
 
Figura 51. Reacciones de derivatización realizadas para volatilizar 
compuestos por orden de utilización. 
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